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1  Zusammenfassung 
 
Die Mehrzahl der akuten B-Zell Leukämien (B-ALL) im Kindesalter kann heutzutage 
geheilt werden (ca. 80%). Es gibt jedoch eine Untergruppe, die sog. Hochrisiko-Leukä-
mien, der ein anderer Pathomechanismus zu Grude liegt und für die keine effektive Thera-
pie zur Verfügung steht. Diese Form tritt fast ausschliesslich bei Kleinkindern im ersten 
Lebensjahr und bei älteren Patienten als Sekundärleukämie nach Chemotherapie auf. Diese 
akuten Hochrisiko-Leukämien sind zu 80% mit Translokationen des MLL Gens, Chromo-
som 11, Bande q23, assoziiert. Die reziproke Translokation t(4;11), bei der das MLL Gen 
mit dem AF-4 Gen fusioniert wird, hat die Expression der zwei funktionellen Derivatpro-
teine MLL•AF-4 und AF-4•MLL und gleichzeitig eine Dosisreduktion des nativen MLL 
Proteins um 50% zur Folge. Das Zusammenspiel dieser Fakoren scheint die Grundvoraus-
setzung für die pathologische klonale Expansion leukämischer Blasten zu sein. 
Aus Untersuchungen in Drosophila melanogaster und im Maussystem ist bereits be-
kannt, dass das Wildtyp MLL Protein eine essentielle Funktion in der Steuerung von Gen-
expression durch Histon- und Chromatinregulation ausübt. Daraus stellte sich als Gegen-
stand dieser Arbeit die Frage nach der bislang überwiegend unbekannten Wildtyp-Funktion 
des MLL Proteins, und inwieweit das native Expressionsmuster einer Zelle durch die MLL 
Dosisreduktion beeinflusst, bzw. verändert wird. Zunächst wurden die MLL Targetgene 
identifiziert, und zwar anhand von je zwei DNA-Microchip-Hybridisierungen mit cRNA 
aus den MLL
+/+ und MLL
-/- Fibroblasten-Zelllinien. Der Expressionsvergleich dieser Da-
tensätze ergab insgesamt 197 differentiell exprimierte Gene, die sich in der Expressions-
stärke um mind. den 2,5-fachen Wert unterscheiden. Davon wurden 136 Gene bei völliger 
Abwesenheit des MLL Proteins, im Vergleich zum Normalzustand der Wildtyp-Zellen, um 
mind. den 2,5-fachen Wert transkriptionell aktiviert, die übrigen 61 Targetgene um mind. 
diese Stärke transkriptionell deaktiviert. Die Entdeckung dieser transkriptionell reprimie-
renden Eigenschaften des MLL Proteins, von dem bislang ausschliesslich aktivierende und 
transkriptionsaufrechterhaltende Eigenschaften bekannt waren, ist eines der wesentlichen 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Ein Teil der, durch die Abwesenheit des MLL Pro-
teins hochregulierten 136 Gene ist bereits als Tumormarker bekannt oder an folgenden 
onkogenen Mechanismen beteiligt: Proliferation durch Fehlsteuerung des Zellzyklus mit 
gesteigerter Nukleotid-Biosynthese, erhöhte Migrationsaktivität durch veränderte extrazel-




teolytischem Abbau nukleärer (Onko-) Proteine, und der Generation von Spleiss-Varianten 
mit z.T. negativem Einfluss auf essentielle Differenzierungswege. Zu diesen, in der Sum-
me das Krebsrisiko erhöhenden Effekten, kommt noch hinzu, dass eine Gegenregulation 
durch MLL induzierte Expression von Tumorsuppressoren (verschiedene Zellzyklus-
Inhibitoren) fehlt. Da bei Leukämie-Zellen die MLL Proteindosis reduziert ist, liegt der 
Schluss nahe, den oben genannten 136 identifizierten Genen eine mögliche direkte Beteili-
gung an der Leukämogenese beizumessen. 
 Die meisten der 61 Gene, die durch das MLL Protein transkriptionell aktiviert wurden, 
kodieren für Faktoren, die zum größten Teil in embryonale Differenzierungsprozesse in-
volviert sind. Dabei spielt die Entwicklung von meso- und ektodermalen Geweben eine 
besondere Rolle. Das MLL Protein ist somit für die Organogenese von Herz, Leber, Nie-
ren, sensorischen Organen, hämatopoietischen Zellen und ebenso für Knochen und Mus-
keln essentiell. 
Die gewonnenen Daten wurden durch verschiedene Experimente (subtraktive Klonie-
rung und RT-PCR) verifiziert und die wenigen, bereits publizierten MLL Targetgene konn-
ten durch diese Arbeit bestätigt werden.  
 
Neben den Targetgenen des MLL Proteins sollten auch diejenigen der beiden Derivat-
proteine MLL•AF-4 und AF-4•MLL identifiziert werden. MLL
+/+ Zellen wurden mit den 
humanen Derivatkonstrukten stabil transfiziert und im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle 
per DNA-Microchips analysiert. Wieder Erwarten wurden keine unterschiedlichen Trans-
kriptionsmuster erhalten. Daraufhin wurden Komplementationsexperimente zur Eignungs-
überprüfung des Testsystems durchgeführt. Es stellte sich heraus, dass das humane MLL 
Expressionskonstrukt die MLL
-/- Zellen funktionell nicht komplementieren konnte. Dafür 
gibt es verschiedene Erklärungsansätze, wobei jedoch die Hypothese, dass das „transkrip-
tionelle Gedächtnis“ in den murinen embryonalen Fibroblasten (Entwicklungsstatus Tag 
10,5 p.c.), bereits stabil etabliert und nur noch marginal veränderbar ist, die Wahrschein-
lichste ist. Sollte sich herausstellen, dass die epigenetische Programmierung der Zellen 
verantwortlich für die hier erhaltenen Ergebnisse ist, hätte das einen dramatischen Einfluss 
auf unser Verständnis vom Leukämie-Pathomechanismus. Es würde nämlich bedeuten, 
dass MLL und davon abgeleitete reziproke Derivatproteine nur in einem engen Zeitfenster 
Einfluss auf Genexpressionsmuster haben und nach einen „hit and run“ Mechanismus die 




2  Einleitung  
 
Leukämien sind die am häufigsten vorkommenden Krebserkrankungen im Kindesalter. 
Durch den Einsatz von Chemotherapie und die ständige Weiterentwicklung der Behand-
lungsprotokolle haben sich die Überlebensaussichten für Kinder mit einer akuten Leukä-
mie in den vergangenen Jahren entscheidend verbessert. Es gibt jedoch eine Untergruppe 
der akuten B-Zell Leukämien (B-ALL) mit äußerst geringen Heilungschancen. Diese so-
genannten „Hochrisiko-Leukämien“ treten überwiegend bei Kindern unter einem Jahr auf 
und zeigen einen anderen Pathomechanismus  als die gut heilbaren Formen. In den meisten 
Fällen kann eine erste Remission erreicht werden, auf die jedoch schnell ein Rezidiv folgt. 
Die leukämischen Blasten, die das Rezidiv verursachen, sind refraktär gegen weitere The-
rapiekonzepte und die Prognose ist fatal. Zytogenetische Untersuchungen der arretierten 
pro-B Zellen haben zu der Erkenntnis geführt, dass es einen Zusammenhang zwischen ei-
ner Chromosomenaberration des MLL Gens auf dem langen Arm des Chromosoms 11, 
Bande q23 und dem Auftreten von Neoplasien des hämatopoietischen Systems gibt.  
 
Nachdem die Korrelation zwischen den genetischen Veränderungen im MLL Gen und 
dem Phänotyp der Hochrisiko-Leukämie erkannt wurde, stieg das Interesse an diesem Gen. 
Northern-Blot Analysen zeigten die Expression von MLL in fast allen adulten Geweben: 
Knochenmark, Leber, Niere, Herz, Muskeln, Lunge, Gehirn, Plazenta und Hoden, wobei 
der Expressionslevel im Gehirn weitaus am höchsten liegt. Bisher ist jedoch über die Wild-
typ-Funktion des MLL Proteins auf molekularer Ebene wenig bekannt. Der Funktionsver-
lust beider Mll Allele (Mll
-/-) erwies sich im transgenen Mausexperiment als embryonal 
letal, während ein heterozygot vorliegender Phänotyp (Mll
+/-) zu einer Veränderung des 
Expressionsmusters verschiedener Homeobox Gene führte, die sich durch Skelettdeforma-
tionen, Wachstumsretardierung und eine beeinträchtigte Hämatopoiese auszeichnete (Yu et 
al., 1995). Das MLL Protein gehört zu der Familie der Trithorax-Proteine und ist an der 
Aufrechterhaltung von transkriptionellen Vorgängen in der Zelle beteiligt („transkriptio-
nelles Gedächtnis“). MLL scheint somit erheblichen Einfluss auf Chromatin-Modulation 
und ebenfalls Transkriptionsaktivierung in Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen 
während der Embryogenese auszuüben.  
 
 




2.1  MLL Struktur und Genprodukt 
 
Der offene Leserahmen des MLL Gens (~ 100 kb) auf Chromosom 11, Bande q23, wird 
durch 37 Exons kodiert (Nilson et al., 1996). Neben dem am häufigsten vorkommenden 
Transkript mit einer Länge von 15,5 kb können weitere Spleiss-Produkte mit Längen von 
13,5 kb und 5 kb detektiert werden, deren Funktion jedoch noch weitgehend unbekannt ist.  
 
Abb. 2.1: MLL Genstruktur 
Exon-Intron Struktur des MLL Gens mit möglichen Spleiss-Varianten; bcr: Bruchpunkt-Cluster-
Region; TEL: Telomer-Seite. 
 
 
Das MLL Gen kodiert für ein Protein mit maximal 4005 Aminosäuren und damit einem 
Molekulargewicht von 435 kDa (Nilson et al., 1996). Die Proteinsequenz zeigt eine Identi-
tät von 24% zu Trithorax (Trx), einem wichtigen zur Trithorax Proteingruppe (TrxG) zäh-
lenden Differenzierungsprotein aus Drosophila melanogaster. Neben den Aufgaben zur 
Chromatin-Modulation konnte gezeigt werden, dass bestimmte Domänen des MLL Pro-
teins in transienten Transfektionsexperimenten die Transkription von Reporterkonstrukten 
beeinflussen (Prasad et al., 1995). 
Das MLL Protein (Mixed Lineage Leukemia, Ziemin-van der Poel et al., 1991; HRX: 
human Trithorax, Tkachuk et al., 1992; ALL-1: Acute Lymphoblastic Leukemia-1, Gu et 
al., 1992) besteht aus einer Vielzahl konservierter Domänen und ist modular aufgebaut. 
Dazu gehören neben einer Transkriptionsaktivator-Domäne und Transkriptionsrepressor-
Domäne verschiedene DNA-Bindungsmotive (AT-Haken und eine Methyltransferase-
Domäne) die auf eine mögliche Funktion als DNA-bindendes Protein hinweisen (Ennas et 
al., 1997; Zeleznik-Le et al., 1994). Ein Cystein-/Histidin-reicher Proteinabschnitt kann in 
10 klassische Zinkfinger gefaltet werden, oder in eine Struktur, die als PHD (Plant Homeo-
box Domain) bezeichnet wird. Diese ist an Kondensations- und Dekondensationsprozessen 
des Chromatins beteiligt (Aasland et al., 1995) und wurde zuerst bei verschiedenen Pflan-
zenproteinen entdeckt (Schindler et al., 1993).  In immunohistochemischen Experimenten 
konnte die Kernlokalisation, die sich ebenfalls aus der Sequenz (snLS) ableiten läßt, bestä-




















Abb. 2.2: Schematische Darstellung der homologen Proteine MLL (human) und Trx (Drosophila).  
AT: AT-Haken, snLS: subnukleäre Lokalisationssequenz, MT: Methyltransferase-Domäne, TRD: 
Transkriptionsrepressor-Domäne, ZFD: Zinkfinger-Domäne, PHD: Plant Homeobox Domain, 
TAD: Transkriptionsaktivator-Domäne, SET: SET-Domäne.  
 
 
Für einige Proteinmotive konnte bereits die Fähigkeit zur Interaktion mit anderen Kern-
proteinen nachgewiesen werden (Adler et al., 1997; Nakamura et al., 2002). Am C-
Terminus befindet sich eine stark konservierte Homologie-Domäne mit dem Trx Protein, 
die sogenannte SET-Domäne (Mozer and Dawid, 1989). Sie wurde ebenfalls in den chro-
matinmodifizierenden Proteinen Suppressor of variegation (Su(var)), Enhancer of zeste 
(E(z)) und Trithorax (Trx) entdeckt, die in Transkriptionsaktivierung und –aufrechterhal-
tung u.a. der Homeobox Gen-Cluster während der Embryonalentwicklung von D. melano-
gaster involviert sind. Für diesen Bereich des MLL Proteins wurden u.a. Proteine des 
SWI/SNF-Komplexes als Interaktionspartner gefunden, die für Chromatin-Remodulie-
rungsprozesse verantwortlich sind (Rozenblatt-Rosen et al., 1998). Darüber hinaus konnte 
eine enzymatische Aktivität der SET-Domäne beobachtet werden. Die Aminosäuresequenz 
im Bereich AS 3745-3969 besitzt eine Histon-Methylaseaktivität, die spezifisch den Lysin-
Rest an Position 4 des Histons 3 methyliert (H3K4; Nakamura et al., 2002). 
 
2.1.1  Intrazelluläre Lokalisation 
 
Immunohistochemische Experimente mit polyklonalem E28 Serum (Epitop: Exon 28) 
bestätigten die durch die Proteinstuktur (snLS) vermutete Kernlokalisation des MLL Pro-
teins, das gleichmäßig über den Kern verteilt vorliegt (Ennas et al., 1997). In ruhenden 
Zellen wurde MLL in der inneren Hemisphäre des Zellkerns nachgewiesen. Da sich dort 
aktivierte Chromatinbereiche befinden, stützt diese Erkenntnis die erwartete und auch 


























Mitose findet man das MLL Protein direkt an den Metaphase-Chromosomen in einem 
Kompartiment, das als Chromosomenhülle („chromosomal envelope“) bezeichnet wurde. 
MLL ist vermutlich unstringent mit dem Chromatin assoziiert und nicht fest an die DNA 




2.2  MLL als Regulatorprotein bei Differenzierungsvorgängen 
 
Die Identität verschiedener Zellspezies wird durch früh definierte Muster von aktiven 
und inaktiven Chromatinabschnitten charakterisiert. Sie führen zu spezifischen Expres-
sionsmustern, die Zellspezifität während Mitose (und Meiose) sicherstellen und in stabiler 
Form an die Tochterzellen weiter vererbt werden. Dieses Phänomen wird als „transkriptio-
nelles Gedächtnis“ bezeichnet und über spezifische Histon- und DNA-Methylierungs-
muster definiert. Verschiedene Zustände des Chromatins werden dabei durch zwei antago-
nistisch agierende Proteinfamilien aufrechterhalten. Die Proteine der Trithorax-Gruppe 
(TrxG), zu denen auch das Trx/MLL Protein zählt, gehören generell zu den transkriptions-
aktivierenden und -aufrechterhaltenden Proteinen, während die Proteine der Polycomb-
Gruppe (PcG) für die stabile Vererbung von reprimierten Chromatinabschnitten verant-
wortlich sind. Diese, zu jedem Zeitpunkt in der Entwicklung spezifischen Expres-
sionsmuster müssen fein reguliert werden, da schon ein geringes Ungleichgewicht zwi-
schen den Transkriptionssteuerungskomplexen (TrxG und PcG) zu fatalen Entwicklungs-
störungen führt (Hanson et al., 1999; Yu et al., 1995). Das Verständnis über die Interaktio-
nen zwischen TrxG- und PcG-Proteinkomplexen scheint bei der Suche nach Grundlagen 
von krankheitsassoziierten Veränderungen von Genexpressionsmustern relevant zu sein. 
 
2.2.1  Trithorax-Proteinkomplexe (TrxG) im Drosophila System 
 
Durch Forschungsarbeiten an D. melanogaster konnte die Funktion des Trx Proteins 
(Drosophila Homolog zu MLL) teilweise aufgeklärt werden. Die bis zu 2 MDa großen 
Trithorax-Proteinkomplexe sind aus vielen Proteinen mit unterschiedlichsten Funktionen 
zusammengesetzt. Darunter befinden sich z.B. DNA-bindende Komponenten (Trx, GAGA 
Faktor und Pleiohomeotic), Histon-Acetyltransferasen und chromatinmodifizierende Pro-
teine (z.B. Snr1), die der stark konservierten SWI/SNF-Transkriptionsmaschinerie angehö-




Zusammensetzung dieser Komplexe ist entscheidend für die Bindung an die unterschiedli-
chen Chromatinabschnitte. Diese Komplexe binden an ca. 100 im D. melanogaster Genom 
vorliegende TREs (Trithorax Response-Elements), die durch immunohistochemische Ex-
perimente am Polytän-Chromosom lokalisiert wurden (Tillib et al., 1999).  
 
2.2.2  Polycomb-Proteinkomplexe (PcG) im Drosophila System 
 
An der Ausbildung von multimeren PcG-Proteinkomplexen (2-5 MDa) sind viele stark 
konservierte Proteine beteiligt, die neben ihrer Funktion als DNA-bindende und chromatin-
modulierende Komponenten auch für die strukturelle Integrität der Komplexe von Bedeu-
tung sind. Mit Hilfe von Experimenten an D. melanogaster und Säugerzellen konnte nach-
gewiesen werden, dass zwei unterschiedliche Arten von Komplexen mit verschiedenen 
Funktionen existieren.  
Der PcGi-Komplex (Polycomb-Group Initiation Complex) besteht hauptsächlich aus 
den Proteinen Extra sex combs (esc), Enhancer of zeste (E(z)), GAGA-Faktor, Pleioho-
meotic (pho) und Histon-Deacetyltransferasen und wird von dem frühen Repressor Hunch-
back (Hb) in der Repressionsinitiierungsphase rekrutiert. Durch eine lokale Histon-
Deacetylierung wird die Bindung des zweiten Komplexes (PcGm; Polycomb-Group Main-
tenance Complex) ermöglicht. Dieser wird u.a. aus den Proteinen Polycomb (pc), Posterior 
sex combs (psc) und Polyhomeotic (ph) gebildet. Er löst PcGi  in seiner Funktion ab und 
sichert eine stabile Aufrechterhaltung inaktiver Chromatinstrukturen über viele Zellzyklen, 
oder bis zur Verdrängung durch TrxG-Komplexe. Mutationen in den für PcGi kodierenden 
Genen sind embryonal letal, während sie in Genen, die für PcGm kodieren, (nur) zu Fehl-
bildungen im Körperbauplan führen.  
Beide Komplexe binden an die gleichen PREs (Polycomb Response-Elements). Hierbei 
handelt es sich um spezifische Sequenzen, die ca. 30-40 bp neben den TREs und bis zu 20 
kb vor den entsprechenden Promotorsequenzen liegen. Aufgrund der dualen Funktion die-
ses gesamten Bereiches wurde vorgeschlagen, diese Region als „Maintenance-Element“ 
(ME) zu bezeichnen. Antigene Stukturen verschiedener Proteine aus dem PcG-Komplex 
wurden mit denen der TrxG kolokalisiert (Castelli-Gair and Garcia-Bellido, 1990). Diese 
Daten lassen vermuten, dass beide Proteingruppen über einen koordinierten Mechanismus 
den Zustand des Chromatins und damit die zelluläre Transkription von vielen verschiede-
nen Zielgenen steuern können.  




Abbildung 2.3 zeigt schematisch die Zusammensetzung von D. melanogaster TrxG-, 
PcGi- und PcGm-Komplexen. Der in Vertebraten vorkommende MLL MPSC (Multipro-
tein-Superkomplex; Nakamura et al., 2002) beinhaltet andere Faktoren und eine Vielzahl 









Abb. 2.3: Zusammensetzung und Funktionsweise der TrxG-, PcGi- und PcGm-Komplexe 
Hb: Hunchback, pho: Pleiohomeotic, GAGA: DNA-bindender Faktor, E(z): Enhancer of zeste, 
esc: Extra sex combs, dMi-2: Drosophila Homolog von Mi-2, HDAC: Histon-Deacetyltransferase, 
psc: Posterior sex combs, ph: Polyhomeotic, pc: Polycomb, HAT: Histon-Acetyltransferase, 
SWI/SNF: Chromatin-Remodulierungsmaschinerie, trx: Trithorax. (a): Repressionsinitiierung, Hb 
rekrutiert HDAC/dMi-2 und im Anschluß weitere PcGi-Faktoren, nach lokaler Histon-
Deacetylierung bindet PcGm. (b): PcGm Bindung an PREs führt zur Chromatin-Konformations-
änderung und stabilisiert den reprimierten Gen-Lokus. (c): Bindung von HAT und TrxG an „ehe-
maliges“ PRE, Verdrängung des PcGm-Komplexes, Histon-Acetylierung und Rekrutierung weite-
rer Trx-Faktoren. (d): Transkriptionsmöglichkeit durch Histon-Acetylierung und folgender Chro-













2.2.3  Enhancer of Trithorax and Polycomb (ETP) 
 
Neueste Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass einige Mitglieder der PcG auch zur 
Aufrechterhaltung von aktivierten Genabschnitten wichtig sind: Posterior sex combs (psc) 
wird z.B. für die Transkriptionsaktivierung des Polyhomeotic (ph) Gens benötigt. Sie bin-
den an entsprechende Promotor-/Enhancer-Elemente, ohne ihre charakteristischen repri-
mierenden Eigenschaften auszuüben. Im transgenen Mausmodell konnte gezeigt werden, 
dass Mutationen in sechs verschiedenen PcG Genen (z.B. Bmi-1, Enx1) eine reduzierte 
Homeobox Genexpression und somit den Phänotyp von Trx Mutanten zur Folge hatten. 
Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass ganz bestimmte PcG Proteine an der Ak-
tivierung und Repression mancher Hox Gene beteiligt sind. Aufgrund ihrer dualen Funk-
tion wurden sie als „Enhancer of Trithorax and Polycomb“ (ETP) definiert und sind in Ta-
belle 2.4 zusammengefasst (Brock and van Lohuizen, 2001). Dazu wurde eine Modellvor-
stellung entwickelt bei der davon ausgegangen wird, dass die ETP Proteine zusammen eine 
Untereinheit bilden, deren Expressionslevel sehr fein reguliert sein muss. Der vermutete 
Diskriminierungsmechanismus könnte durch die dosisabhängige Interaktion des ETP-







Tab. 2.4: Zusammenfassung der an den chromatinregulierenden Komplexen beteiligten Proteine 
 
 
Proteinkomplex Drosophila Gene humane Homologe murine Homologe
Extra sex combs (esc) EED eed
Pleiohomeotic (pho) hYY1 mYY1
PcG Polycomb (pc) M33 (HPC1), HPC2/3 M 33, mPc2
Polyhomeotic (ph) HPH1, HPH2 Mph1/rae28, Mph2
Multi sex combs (msc) / /
Posterior sex combs (psc) BMI-1, MEL 18 Bmi-1, Mel 18
Enhancer of zeste ((E)z) EZH1, EZH2 Enx1, Enx2
ETP Additional sex combs ASXL1, ASXL2 Ascl1, Asxl2
Enhancer of Polycomb EPC1, EPC2 Epc1, Epc2
Sex combs on midleg SCML1, SCML2 Scml1, Scml2
Suppressor of zeste 2 BMI-1, MEL 18 Bmi-1, Mel 18
Trithorax (trx) MLL, ALL-1, HRX Mll
TrxG Brahma (brm) hBRM, BRG1 mbrm1, mBrg1




Bisher ist nur das PcG Protein Pleiohomeotic in TrxG-Komplexen identifiziert worden. 
Neben diesem scheint das TrxG Protein Trithoraxlike (Trl) nicht ausschliesslich für 
Transkriptionsaktivierung, sondern ebenfalls für die Aufrechterhaltung von reprimierten 
Gen-Loci eine Rolle zu spielen. Trl kodiert für den allgemeinen Transkriptionsfaktor       
GAGA, der als Genaktivator vieler Drosophila Gene, darunter auch Homeobox Gene, von 
Bedeutung und mit PREs assoziiert ist (in vivo Daten). Anhand dieser Ergebnisse müsste 
Trl ebenfalls als ETP klassifiziert werden. 
 
2.2.4  TrxG/PcG-Antagonismus im murinen System 
 
Im transgenen Maussystem konnte die antagonistische Wirkweise der TrxG- und PcG-
Komplexe experimentell belegt werden. Heterozygote Mll Mutanten (Mll
+/-) führten eben-
so wie Bmi-1
+/- Mutanten (PcG Protein) durch deregulierte Hox Genexpression zu einem 
stark veränderten Phänotyp: abnormale Segmentidentität (Skelettdeformationen), Wachs-
tumsretardierung und eine beeinträchtigte Hämatopoiese (Fidanza et al., 1996). Mäuse, die 
gleichzeitig beide Mutationen aufwiesen, zeigten als Doppel-Heterozygoten (Mll
+/-  und  
Bmi-1
+/-) keinerlei auffälligen Phänotyp und schienen gesund zu sein (Hanson et al., 1999). 
Aus diesen Daten lässt sich die Aussage ableiten, dass es sich bei der Steuerung von Gen-
expressionen um dosisabhängige Effekte der Regulatorkomplexe an den Zielstrukturen 
handelt. Ein Ungleichgewicht zwischen TrxG und PcG hat fatale Folgen für den Organis-
mus und führt u.a. zu erheblichen Missbildungen im Körperbauplan während der Embryo-
nalentwicklung. Dieser Mechanismus des „Gendosis-Effekts“ zeigt, dass minutiöse Verän-
derungen in der Expression dieser Proteine dramatische Folgen haben können. 
 
Die kombinierte Forschung an TrxG- und PcG-Komplexen in D. melanogaster, Mäu-
sen, transformierten Zelllinien und in Tumorzellen ist zur Funktionsaufklärung und für das 
Verständnis von Transkriptionsmechanismen/-regulation und der Ausbildung eines „trans-
kriptionellen Gedächtnisses“ von größter Bedeutung. Aus diesen Erkenntnissen lassen sich 
möglicherweise Korrelationen zwischen Chromatin-Deregulation und der Entstehung und 
Entwicklung verschiedenster Erkrankungen ableiten. Die bisherigen Daten legen die Ver-
mutung nahe, dass aus einer Gleichgewichtsverschiebung zwischen TrxG- und PcG-
Proteinkomplexen verschiedene potentielle Erkrankungen oder Fehlbildungen resultieren, 




2.2.5  TrxG und PcG Targetgene im murinen System 
 
Aufgrund der bisher vorliegenden Forschungsergebnisse scheint das MLL Protein eine 
zentrale Funktion in der Ausbildung von TrxG-Komplexen und folglich auf Entwicklungs-
prozesse zu haben. Die Identifizierung von MLL Zielgenen (direkte und indirekte) ist des-
halb für das Verständnis von Differenzierungsmechanismen von großer Bedeutung. Durch 
Kenntnis der MLL Zielgene würden möglicherweise auch weiterführende Hinweise ge-
wonnen, die zur Aufklärung des leukämogenen Transformationsprozesses beitragen könn-
ten. Hierzu gibt es zwei prinzipielle Denkansätze: durch chromosomale Translokationen 
des MLL Gens entsteht eine Gendosis-Erniedrigung. Zum anderen darf man potentielle 
Interaktionen und damit Interferenz aberranter MLL Fusionsproteine mit den Funktionen 
der TrxG- und PcG-Komplexe nicht ausser Acht lassen.  
 
Evolutionär konservierte Hox Gene wurden bereits als MLL Targetgene identifiziert. 
Die 37 Hox Gene in Säugern sind in 4 Cluster (A, B, C und D) eingeteilt. Gene, die am 3’-
Ende eines jeden Clusters kodieren, sind während der Embryonalentwicklung für die 
rostrale Region des Embroys wichtig. Die zentralen Gene sind für den Thorax-Bereich und 
die Gene am 5’-Ende für den kaudalen Bereich des Embryos relevant. Alle Hox Gene kon-
trolieren die Segmentidentität entlang der Körperachse, wobei die Etablierung der Expres-
sionsmuster zum richtigen Entwicklungszeitpunkt im richtigen Segment des Embryos für 
die korrekte Ausbildung des Körperbauplans und der Organe wichtig sind. Durch die Do-
sisreduktion des MLL Proteins in den heterozygoten Mäusen kommt es zu einer abberan-
ten Hox Genexpression. Da die Targetgene des MLL Proteins den Gruppen 7-9 angehören, 
sind sie maßgeblich an der thorakalen Stukturausbildung beteiligt. Ein Nachweis wurde 
durch Untersuchungen an Mll
+/- Mäusen erbracht, deren Skelett verschiedene Deformatio-
nen oder Fehler aufwies (deformiertes Brustbein, fehlender Throrax-Wirbel oder zusätzli-
cher Lendenwirbel; Yu et al., 1995).  
Die Transkriptionsaktivierung muriner hox a7, hox c8 und hox c9 Gene erfolgt initial 
zwischen den Tagen 7.5 und 8.5 p.c., gefolgt von einer späteren Phase der gewebespezifi-
schen Aufrechterhaltung, die durch TrxG-Komplexe bewirkt wird. Um die Frage zu be-
antworten, ob MLL eher an Transkriptionsaktivierung oder -aufrechterhaltung beteiligt ist, 
wurde das hox a7 Expressionsmuster analysiert (Yu et al., 1998). Bis zum Tag 9 p.c. wurde 
kein Unterschied in der Expressionsstärke zwischen Mll
+/+ und Mll
-/- Mäuseembryos im 




Zellen kein Hox a7 mehr nachgewiesen werden, während in den Mll
+/+ Embryos das kor-
rekte Expressionsmuster des  hox a7 Gens manifestiert wurde. Durch diese Versuche wur-
de der Zeitpunkt identifiziert, ab dem die hox a7 Genexpression absolut von der Anwesen-
heit des MLL Proteins abhängig wird. Dieser Zeitpunkt reflektiert eine dynamische Perio-
de der Chromatin-Reorganisation, die entweder zur Genaktivierung oder –reprimierung 
führt. 
 
Durch funktionelle Analysen von Bmi-1 knock-out Mäusen (Bmi-1
-/-) wurde neben den 
Hox Genen der INK4a Lokus als weiteres Zielgen entdeckt, der für die beiden Tumor-
suppressoren und Zellzyklus-Inhibitoren p16 und p19
ARF kodiert. Bmi-1 Mangel (homolog 
zu Posterior Sex Combs (Psc); van Lohuizen et al., 1991) induziert eine p16 und p19
ARF 
Überexpression, während Bmi-1 Überexpression zum Mangel an den Tumorsuppressoren 
p16 und p19
ARF und in transgenen Mäusen zu Lymphomen führt (Jacobs et al., 1999). Da-
raus resultiert die Fragestellung, ob durch eine MLL Translokation, bei der die Zerstörung 
eines MLL Allels zu einer Dosisreduktion an nativem Protein führt, das Gleichgewicht in 
Richtung PcG-Komplexe verschoben wird. Dies würde einer BMI-1 Überexpression ent-
sprechen und zu einer transkriptionellen Inaktivierung des INK4a Lokus führen. Da p16 
und p19
ARF als wichtige Regulatoren des Zellzyklus bekannt sind und der p53 Tumor-
suppressor-Kaskade übergeordnet sind, scheinen PcG-Faktoren in der Lage zu sein, den 
Zellzyklus aktiv zu steuern. Sie können somit zusätzlich zu ihrer Funktion als Genrepres-
soren als Kontrollglied zwischen Zellproliferation/-differenzierung und Apoptose dienen. 
 
2.2.6  Neueste Daten zur Funktion von MLL in Säugerzellen 
 
Kürzlich wurden experimentelle Daten publiziert, die eine proteolytische Spaltung des 
MLL Proteins belegen. Diese Spaltung ist bereits 10 Minuten nach Translationsbeginn 
detektierbar. Hsieh et al. (2003) und Yokoyama et al. (2002) konnten mit ihren Experimen-
ten zwei unterschiedlich große Peptide auf einem Proteingel nachweisen, die als MLL-N 
(p300, AS 1-2666) und als MLL-C (p180, AS 2719-3679) bezeichnet wurden. Das MLL-C 
Peptid wird schon nach kürzester Zeit posttranslational modifiziert. Eine Phosphorylierung 
konnte mittels [
32P] nachgewiesen werden (Yokoyama et al., 2002). Innerhalb des MLL 
Proteins wurden zwei Protease-Erkennungssequenzen identifiziert, die in konservierten 




zu einer Deletion von 52 Aminosäuren (Position 2667-2718) führen (Hsieh et al., 2003; 





Abb. 2.5: Darstellung des proteolytisch gespaltenen MLL Proteins 
 
 
Beide Peptide interagieren über Dimerisierungsdomänen und bilden somit das Grundge-
rüst, das zur Rekrutierung weiterer histon-/chromatinmodifizierender Proteine und zur 
DNA-unabhängigen Assemblierung eines MLL Multiprotein-Superkomplexes (MLL 
MPSC) essentiell ist. Die Dimerisierungsdomäne des MLL-N Peptids wird als FYRN-
Region bezeichnet und liegt im Bereich der AS 1979-2130. Diese interagiert mit der 
FYRC-/SET-Domäne (AS 3656-3969) des MLL-C Peptids (Hsieh et al., 2003). Neben den 
bereits erwähnten Eigenschaften spielt die intramolekulare Komplexbildung beider MLL 
Peptide bezüglich ihrer Stabilität eine wichtige Rolle. Hsieh et al. konnte zeigen, dass das 
MLL-C Peptid die Stabilität des MLL-N Peptids kontrolliert, indem es p300 vor proteoly-
tischem Abbau schützt. 
 
In Säuger-Zelllinien konnten bisher 27 der am MLL Multiprotein-Superkomplex (MLL 
MPSC) beteiligten Proteine durch Immunoaffinitätschromatographie, Western-Blot und 
massenspektrometrischen Methoden identifiziert werden (Nakamura et al., 2002). Der in 
Säugern als MLL MPSC bezeichnete Komplex beinhaltet Faktoren, die Einfluss auf Gen-
expression, Replikation und Reparatur-Mechanismen haben. Sie beeinflussen die dynami-
sche Struktur des Chromatins durch Variationen, Modifikationen oder den Grad der Ver-
dichtung. An diesen Mechanismen sind zwei Enzymgruppen beteiligt. Zum einen die ATP-
abhängigen „Chromatin-Remodulierer“, die an der Positionierung von Nukleosomen und 
Histonen beteiligt sind und zum anderen die „Histon-Modifizierer“, die durch Acetylie-
rung, Methylierung, Phosporylierung oder Ubiquitinylierung den „Histon-Code“ und somit 
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die Interaktionsmöglichkeit zwischen Histonen und chromatinassoziierten Proteinen defi-
nieren.  
Die im MLL MPSC identifizierten Proteine gehören z.T. der nukleosomenremodulie-
renden SWI/SNF-Familie an (BRM, BAF 170/155 und INI I), dem NuRD-Komplex (Mi2, 
HDAD1/2, RbAp46/48), dem transkriptionsreprimierenden Sin3A-Komplex (SAP30/18, 
HDAD1/2 und Sin3A) oder der TAFII-Familie (TAF250/80/31/20 und TBP), die ihre Be-
deutung in der direkten Verbindung des MLL MPSC mit der Transkriptionsmaschinerie 
(Pol-II Komplex) hat. Neben dem MLL-C Peptid sind weitere Faktoren im MLL MPSC 
gefunden worden, die eine SET-Domäne besitzen und damit Histone an spezifischen Ly-
sin-Resten durch Methylierung modifizieren können (RbBP5 und WDRP5). Zusätzlich ist 
das CPSF-Protein im Komplex vertreten, das zur Promotorerkennung beiträgt und durch 
RNA-Polyadenylierung aktiv an wichtigen posttranskriptionellen Prozessierungsvorgängen 
beteiligt ist. HSNF2H ist ein wichtiger Faktor, der neben den beiden MLL Peptiden die 
Komplex-Assemblierung stabilisiert. Mittels RNAi Technologie wurde gezeigt, dass eine 
Blockade der MLL Expression dazu führt, dass kein Multiprotein-Superkomplex gebildet 
werden kann (Nakamura et al., 2002).  
Überraschenderweise wurde durch die zuvor erwähnten Untersuchungen eine Vielzahl 
von Proteinen identifiziert, denen durch Histon-Deacetylierungs- und auch spezifische 
Histon-Methylierungsaktivitäten, generell transkriptionsreprimierende Eigenschaften zuge-
sprochen werden können. Trotzdem wurden bisher ausschliesslich transkriptionsaktivie-
rende Prozesse des MLL MPSC beobachtet (z.B. Hox Genregulation). Durch Experimente 
im transgenen Mausmodell konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass den MLL MPSC 
an definierten Targetgenen weniger eine transkriptionsinitiierende, als eine –aufrechter-
haltende Funktion in der Steuerung der Genexpression zukommt (s. Kapitel 2.2.5). 
 
Im Gegensatz zu den TrxG-Komplexen in D. melanogaster, die an TREs lokalisiert 
wurden, konnte in humanen HeLa-Zellen durch Chromatin-Immunopräzipitation eine di-
rekte Bindung des MLL MPSC an verschiedene Hox Gen-Promotoren (hox a9 und hox c8) 
nachgewiesen werden (Milne et al., 2002; Nakamura et al., 2002). Diese aktivierten Pro-
motoren waren mit Histonen assoziiert, die am Lysin-Rest (Position 4) des Histons H3 
methyliert waren (H3K4). Diese Modifikation wird durch die SET-Domäne des MLL-C 
Peptids erreicht. Es ist jedoch nicht auszuschliessen, dass der MLL MPSC ebenfalls initial 




male Sequenzen von Targetgen-Promotoren bindet und dort aktivierend oder reprimierend 
wirkt. 
Erkenntnisse über essentielle Grundlagen aus den Arbeiten von Milne et al. (2002) und 
Nakamura et al. (2002) tragen zur Aufklärung des molekularbiologischen Mechanismus 
vom Ant- und/oder Agonismus der MLL MPSC und PcG-Komplexe bei. TAFII250, ein 
Mitglied des MLL MPSC, acetyliert die Aminosäuren K9 und K14 des Histons H3. Diese 
Acetylierungen scheinen die spezifische und essentielle Histon-Methylaseaktivität (H3K4 
Methylierung) der SET-Domäne des MLL-C Peptids zu erhöhen. HDAC-1, ein Protein aus 
dem Sin3A- und NuRD-Komplex mit chromatinreprimierenden Eigenschaften, konnte 
bereits in aktivierten MLL/Trx-abhängigen Promotoren (Abd-B) identifiziert werden. Des-
halb liegt die Vermutung nahe, dass neben spezifischen Acetylierungen ebenso definierte 
Histon-Deacetylierungen notwendig zur essentiellen H3K4 Methylierung sind. Mögli-
cherweise verhindert die H3K4 Methylierung im Anschluss eine Assoziation inhibitori-
scher PcG-Komplexe (Nishioka et al., 2002). In weiteren Experimenten konnte gezeigt 
werden, dass mit mutierten MLL Peptiden (deletierte SET-Domäne) die H3K4 Methylie-
rung ausblieb und der hox c8 Promotor nicht aktiviert wurde. Wenn im Histon H3 die   
Aminosäure K9 nicht acetyliert, sondern methyliert ist, kann das entsprechende Gen nicht 
transkribiert werden. 
 
Hsieh et al. (2003) konnte mit immunohistochemischen Experimenten nachweisen, dass 
beide MLL Peptide, sofern keine Mutationen im Bereich der Dimerisierungsdomänen vor-
lagen, in dem schon beschriebenen punktierten Muster im Zellkern kolokalisierten. Bei 
einer Deletion der FYRC-/SET-Domäne des MLL-C Peptids, wurde dieses diffus im Kern 
detektiert. Das MLL-N Peptid konnte kaum nachgewiesen werden. Es scheint, dass die 
Prozessierung des MLL Proteins nicht nur die Stabilität beider Peptide reguliert, sondern 
maßgeblich an intranukleären Lokalisierungsmechanismen und folglich an der Funktionali-










2.3  MLL und chromosomale Translokationen 
2.3.1  Hochrisiko-Leukämien 
 
Reziproke chromosomale Translokationen sind ein typisches Kennzeichen von Leukä-
mien und Lymphomen. Die reziproke Translokation t(4;11) wird vorwiegend bei Klein-
kindern mit akuten lymphatischen Leukämien, aber auch bei älteren Patienten mit Sekun-
därleukämie gefunden. Diese treten besonders häufig nach einer Tumorbehandlung mit 
Topoisomerase-II Hemmstoffen (Etoposide) auf (Bower et al., 1994; Cortes et al., 1994; 
Domer et al., 1995). Da beide Patientengruppen eine ausserordentlich schlechte Prognose 
aufweisen und meist gegen konventionelle Therapien resistent sind, wird dieser Phänotyp 
als „Hochrisiko-Leukämie“ bezeichnet. 
 
Obwohl die Zellen, die eine t(4;11) Translokation tragen, morphologisch zumeist dem 
Krankheitsbild der ALL (akute lymphatische Leukämie) zugeordnet werden, zeigen sie bei 
einer Untersuchung mit molekulargenetischen und immunologischen Methoden eine paral-
lele Expression von lymphoiden (CD19) und myeloischen (CD13, CD15 und CD33) Ober-
flächenmarkern. Dieser Biphänotyp führte auch zu der Bezeichnung „Mixed Lineage Leu-
kemia“ Gen (MLL), dass durch die Translokation heterozygot zerstört wird und durch Do-
sisreduktion und Generierung von Derivatproteinen für die Enstehung dieses Phänotyps 
ausschlaggebend ist (MLL; Ziemin-van der Poel et al., 1991). Es ist deshalb davon auszu-
gehen, dass die transformierten Zellen von primitiven Vorläuferzellen mit dem Potential 
zur lymphoiden und myeloischen Differenzierung abstammen. Sie sind in ihrer Ent-
wicklung auf der Stufe der pro-B Zellen arretiert und proliferieren als unreife Blasten. Kli-
nische Merkmale sind das junge Alter der Patienten (meist unter einem Lebensjahr) zum 
Zeitpunkt der Diagnose, Hyperleukozytose, Hepatosplenomegalie und ein hoher Anteil an 
ZNS-Infiltrationen. 
 
2.3.2  t(4;11) Translokation 
 
Die an dieser Translokation beteiligten Partnergene sind zum einen das MLL Gen auf 
Chromosom 11q23, und zum anderen das AF-4 Gen, das auf Chromosom 4q21 lokalisiert 
wurde. Bei der Translokation finden die Chromosomenbrüche in sogenannten Bruchpunkt-
Cluster-Regionen (bcr) statt, die in Relation zur Gengröße ungewöhnlich klein sind und 




Bruchpunkte ist auffällig und deutet darauf hin, dass bei einer reziproken Translokation die 
Chromosomen nicht beliebig miteinander fusionieren können. Eine Gesetzmäßigkeit, der 
die Produkte einer Chromosomenumlagerung unterworfen sind, scheint die notwendige 
Aufrechterhaltung eines durchgehenden Leserasters zu sein. Auf genomischer Ebene lie-
gen fast alle untersuchten Bruchpunkte verschiedener 11q23 Translokationen innerhalb des 
MLL Gens in einem 8.3 kb großen BamH1-Fragment (Gu et al., 1994; Marschalek et al., 








Abb. 2.6: MLL und AF-4 Genstrukturen  
Darstellung beider Gene mit ihrer Intron-Exon Struktur. Die Bruchpunkt-Cluster-Regionen (bcr) 
sind als weisse Boxen über, bzw. unter dem entsprechenden Gen markiert. 
 
 
Die beiden Partnerchromosomen werden so miteinander fusioniert, dass auf beiden De-
rivatchromosomen ein durchgehender Leserahmen für zwei funktionsfähige Derivatpro-
teine entsteht: MLL•AF-4 (der11) und AF-4•MLL (der4). In leukämischen Blasten werden 
in der Regel die Transkripte beider Fusionsgene gefunden. Es bleibt weiterhin zu klären, 
nach welchem Mechanismus die chimären Proteine einen selektierbaren Proliferationsvor-
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Abb. 2.7: Proteinstatus einer arretierten pro-B Zelle bei einer ALL (t(4;11)) 
Schematische Darstellung der MLL und AF-4 Proteine mit den entsprechenden Fusionsproteinen  
MLL•AF-4 (der11) und AF-4•-MLL (der4). 
AT: AT-Haken, MT: Methyltransferase-Domäne, TRD: Transkriptionsrepressor-Domäne, ZFD: 
Zinkfinger-Domäne, PHD: Plant Homeobox Domain, TAD: TAD: Transkriptionsaktivator-
Domäne, SET: SET-Domäne, NHD: N-terminale Homologie-Domäne, NLS: Kernlokalisationsse-
quenz, CHD: C-terminale Homologie-Domäne, pSER: poly-Serin Bereich, ALF: konservierte 
Domäne in der AF4/LAF4/FMR2 Proteinfamilie. 
 
 
Das MLL Gen ist in ca. 50 illegitime Rekombinationen involviert (Ayton and Cleary, 
2001), wobei die meisten dieser Translokationen nicht den bereits beschriebenen Phänotyp 
einer pro-B ALL, sondern weitaus häufiger mit dem Krankheitsbild einer akuten myeloi-
schen Leukämie (AML) assoziiert sind. Generell weisen AML eine höhere Sensitivität 
gegenüber Chemotherapeutika auf. 
 
Die Fusionspartner sind in ihrer Struktur sehr unterschiedlich und weisen auch in ihren 
funktionellen Domänen, soweit bekannt, kaum Gemeinsamkeiten auf. Trotzdem wurde die 
These formuliert, dass die chimären Proteine die für die maligne Transformation verant-
wortlichen Onkoproteine sind. Jedoch stellt nach dieser Hypothese nur der N-terminale 
Bereich des MLL Proteins, als kleinster gemeinsamer Nenner aller bekannten Fusionspro-
teine, die relevante onkogene Domäne dar. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass allein 
die Verkürzung des MLL Proteins nicht zur Entstehung von Neoplasien im hämatopoieti-
schen System führt. In den wenigen Fällen, die man bisher detaillierter untersucht hat, 
1
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spielt der C-terminale Anteil des Partnergens für den Prozess der Transformation eine 
wichtige Rolle (Corral et al., 1996; DiMartino et al., 2000; Lavau et al., 1997). 
 
Für verschiedene Translokationen konnte im Tiermodell das onkogene Potential der Fu-
sionsproteine nachgewiesen werden. Die Translokation t(9;11) wurde im Mausmodell 
durch knock-in auf chromosomaler Ebene rekonstruiert. Die Expression des Fusionspro-
duktes führte zur Ausprägung einer Leukämie, die durch die Expression eines verkürzten 
MLL Proteins und eines MLL•myc Fusionsproteins, nicht ausgelöst werden konnte (Corral 
et al., 1996). Für die Translokation t(11;19) konnte durch retrovirale Transduktion des 
MLL•ENL Fusionskonstruktes in Knochenmarkszellen gezeigt werden, dass das entspre-
chende Fusionsprotein in der Lage war, hämatopoietische Vorläuferzellen zu immortalisie-
ren. Weder der N-Terminus des MLL noch ENL allein zeigte diesen onkogenen Effekt 
(Slany et al., 1998). Interessanterweise haben Knochenmarkstransplantationsassays ge-
zeigt, dass MLL Fusionsproteine nur dann ein Potential zur Transformation primärer hä-
matopoietischer Zellen aufweisen, wenn das in die Translokation involvierte Partnergen 
für ein nukleäres Protein kodiert.  
Bislang fehlen jedoch publizierte funktionelle Studien, die das transformierende Poten-
tial der beiden chimären Proteine MLL•AF-4 und AF-4•MLL in einem biologischen         
System eindeutig belegt hätten. 
 
Die aus der Translokation resultierende MLL Wildtyp Dosisreduktion scheint zusam-
men mit der Expression der zwei Fusionsproteine MLL•AF-4 und AF-4•MLL ein verän-
dertes Expressionsmuster in hämatopoietischen Stammzellen oder Vorläuferzellen zu etab-
lieren. Zellen, die MLL Translokationen tragen, zeigen ein charakteristisches Genexpres-
sionsprofil, das sie eindeutig von konventionellen akuten lymphatischen und akuten mye-
loischen Leukämien unterscheidet (Armstrong et al., 2002). Es ist deshalb anzunehmen, 
dass das spezifische Expressionsmuster der Hochrisiko-Blasten auf die Reduktion der 
MLL Proteindosis in der Zelle und auf der Anwesenheit eines oder beider Fusionsproteine 
zurückzuführen ist. 
Dieser Zusammenhang lässt sich möglicherweise durch die Wildtyp-Funktion des MLL 
Proteins erklären: Der N-Terminus besitzt zwei unterschiedliche DNA-Bindungsdomänen 
(AT-Haken und MT-Domäne) und eine Lokalisierungssequenz (snLS) für bestimmte funk-
tionelle Kernbereiche (Yano et al., 1997). Das chimäre Protein MLL•AF-4 wird nun wahr-




cherweise um Bindestellen und stört damit die Funktion des MLL MPSC. Die C-terminale 
SET-Domäne sowie das PHD-Motiv sind Protein-Protein Interaktionsdomänen, die MLL 
MPSC, PcG oder andere Proteine binden können. Zusätzlich gibt es im C-Terminus des 
MLL Proteins eine nukleäre Lokalisationssequenz für Kernimport. Es kann deshalb davon 
ausgegangen werden, dass das Fusionsprotein AF-4•MLL ebenfalls in den Zellkern gelangt 
und dort direkt mit dem chromatinregulierenden MLL MPSC interagieren kann.  
 
2.3.3  AF-4 Gen 
 
Das AF-4 Gen gehört, neben den LAF-4, FMR-2 und AF-5 Genen, zur ALF-Familie 
(Nilson et al., 1997). Es ist auf Chromosom 4, Bande q21 lokalisiert (Chen et al., 1993) 
und kodiert für ein Serin/Prolin-reiches Protein mit einem Molekulargewicht von 131 kDa. 
Durch einen Sequenzvergleich wurden 5 hochkonservierte Domänen definiert: die N-
terminale Homologie Domäne (NHD), die ALF-Domäne (ALF), der poly-Serin Bereich 
(pSER), die nukleäre Lokalisationssequenz (NLS) und die C-terminale Homologie-
Domäne. Der N-terminale Bereich des AF-4 Proteins (50 kDa) besitzt eine transkriptions-
aktivierende Domäne (Baskaran et al., 1997). Die Funktionen der einzelnen Domänen sind 
z.T. noch unbekannt und Gegenstand aktueller Forschung. Homozygote knock-out Expe-
rimente konnten jedoch bereits zeigen, dass das AF-4 Gen nicht essentiell für die Embryo-
nalentwicklung ist, aber einen wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung von lymphoiden 
Vorläuferzellen, kardiovaskulären und neuronalen Strukturen und Skelettformation auf-
weist. In reifen B-Lymphozyten ist das AF-4 Gen transkriptionell inaktiviert (Baskaran et 
al., 1997). 
 
2.3.3.1  Rekombinationsmechanismen 
 
Auffällig ist die extreme Häufung von repetitiven Alu-Elementen in der Bruchpunkt-
Cluster-Region, die als Ursache einer homologen Rekombination zwischen zwei Alu-
Elementen diskutiert wurde. Dies konnte jedoch wiederlegt werden (Gillert et al., 1999; 
Reichel et al., 1998).  
Neben der Alu-Alu Rekombinationstheorie gibt es einen weiteren diskutierten Mecha-
nismus der Translokationsentstehung. Dieser beruht auf der Beobachtung, dass häufig in 
Folge einer Behandlung mit Topoisomerase-II Hemmstoffen ein rearrangiertes MLL Gen 




Topoisomerase-II Konsensus-Bindestelle. Ein Chromosomenbruch an dieser spezifischen 
Sequenz konnte ebenfalls mit anderen genotoxischen Agentien ausgelöst werden. Insofern 
besteht der Verdacht, dass der Bruch des DNA-Stranges im MLL Gen durch eine Fragmen-
tierung von übergeordneten Chromatinstrukturen nach Induktion von Apoptose auftritt. 
Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass der Zeitpunkt des chromosomalen Rearran-
gements im ersten Trimenon der Schwangerschaft liegt. Vor diesem Hintergrund entstand 
die Vorstellung, dass natürliche Stoffe oder Medikamente, die von der Mutter während der 
Schwangerschaft aufgenommen werden, zu Zell-Giften metabolisiert werden und über die 
Plazenta den Fötus erreichen (Alexander et al., 2001). 
 
 
2.4  Biologisches Testsystem 
 
Zur Funktionsaufklärung und Targetgen-Identifizierung des nativen Wildtyp MLL Pro-
teins und der zwei t(4;11)-Fusionsproteine wurden zwei isogene murine embryonale Fibro-








Abb. 2.8: Zerstörung eines Mll Allels durch homologe Rekombination 
Erkennugssequenzen der folgenden Restriktionsendonukleasen: E: EcoRI, X: Xho, Sm: SmaI, pA: 
poly-A Sequenz, neo
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Die murine Fibroblasten-Zelllinie MLL
-/- wurde aus Hautzellen eines absterbenden, 
homozygoten Mll knock-out Embryos am Tag 10,5 p.c. etabliert. In das Exon 4 des Mll 
Gens wurde durch homologe Rekombination eine LacZ/neo
R-Kassette insertiert (Yu et al., 
1995). Durch diesen „knock-in“ (jedoch im Folgenden als Gen „knock-out“ bezeichnet)  
sollte die Transkription und Translation ab Exon 4 komplett inhibiert werden. Die isogene 
Zelllinie mit dem homozygot intakten Mll Gen (MLL
+/+) diente als Kontrolle. Beide Zell-
linien wurden durch Infektion mit dem T-Antigen des Polyoma-Virus immortalisiert.  
 
 
2.5  DNA-Mikrochip-Arrays  
 
Mit der DNA-Microchip-Hybridisierung steht heutzutage eine innovative Technologie 
zur Verfügung, mit der das gesamte Transkriptom einer Zelllinie oder Gewebes in kür-
zester Zeit analysiert werden kann.  
Auf Mikrochips aufgespottete Oligonukleotide werden mit biotinylierten cRNAs hybri-
disiert und anschliessend mit Streptavidin-markierten Fluoreszenz-Farbstoffen versetzt. 
Ein GeneArray Scanner wertet die Signalstärken aus, die den Expressionsstärken der ein-
zelnen Gene entsprechen. Diese Methode zeichnet sich durch die schnelle und repro-
duzierbare Quantifizierung von Genexpressionen aus, wobei viele tausend bis mehrere 
zehntausend Gene gleichzeitig analysiert und auch zum Vergleich zu anderen Zelllinien 
oder Geweben herangezogen werden können. Durch diese Entwicklung wurde ein neues 
Instrument geschaffen, das die Möglichkeiten bietet, unterschiedliche Expressionsmuster 
zu detektieren und Genfunktionen sowie Zielgene aufzudecken. Die DNA-Mikrochip-
Analyse erfordert geringen Zeitaufwand und ist im Gegensatz zu herkömmlichen Metho-
den, wie z.B. der subtraktiven Klonierung, relativ zeit- und kostengünstig. 
Für die Hybridisierung wird hochqualitative und absolut DNA-freie RNA aus Zelllinien 
oder Geweben eingesetzt. Nach dem „standard-one-round amplification protocol“ (s. Abb. 
2.9) wird diese in biotinylierte cRNA umgeschrieben und anschliessend mit einem Test-
chip zur Qualitätsbestimmung hybridisiert. Im nächsten Schritt wird der Analysechip 
hybridisiert, dann Streptavidin-markiertem Phycoerythrin zugegeben und die Signalstärke 
detektiert. Auf diesem Chip befinden sich verschiedene „Proben-Sets“, sowie entsprechen-
de Sets für interne Kontrollen.  











Jedes Gen wird durch ein Proben-Set, bestehend aus 20 verschiedenen Proben-Paaren, 
repräsentiert. Ein einzelnes Proben-Paar besteht aus einem 25mer Oligonukleotid eines 
Gens (PM; Perfect Match) und dem gleichen Oligonukleotid, indem jedoch die Base an 
Position 13 mutiert wurde (MM; Mismatch). Das Signal des MM stellt ein Maß für die 
unspezifische Hybridisierung dar und wird von dem des PM subtrahiert. Die Differenz 
dieser beiden Signalstärken gibt Auskunft über die Anwesenheit (PM>MM) oder die Ab-
wesenheit (PM<MM) des entsprechenden Transkriptes. Aus diesen 20 Proben-Paaren wird 
nun der Mittelwert gebildet, der dann in eine vergleichende und statistische Analyse ein-



























Zur Fehlerminimierung und zur Qualitätsbestimmung sind auf jedem Chip Kontrollgene 
aufgebracht, die eine Überprüfung der erfolgreichen cRNA-Synthese und Hybridisierung 
möglich machen. Mit der sogenannten „polyA
+-spike“ Kontrolle wird ermittelt, ob die 
cRNA-Synthese erfolgreich war. Hierzu werden mRNA Transkripte der Gene DapX, LysX, 
PheX, ThrX und TrpnX  dem „standard-one-round amplification protocol“- Probenansatz 
zugegeben und müssen nach der Hybridisierung eine vorher definierte Signalstärke erge-
ben. Die vier cRNA Transkripte der aufgespotteten Gene BioB, BioC, BioD und CreX, 
werden dem Hybridisierungsansatz beigefügt. Anhand deren Signalstärken lässt sich eine 
Aussage über die Hybridisierungsqualität machen. Wie auf den Testchips befinden sich 
auch auf dem Analysechip housekeeping Gene (Oligonukleotide vom 3’- und 5’-Ende), die 
die eingesetzte RNA-Qualität definieren.  
Werden nun die Expressionsmuster und –stärken zweier DNA-Mikrochips miteinander 
verglichen, muss zunächst eine Normierung durchgeführt werden, bei der durch verschie-
dene Skalierungsverfahren die Signalintensität der DNA-Microchips rechnerisch angegli-
chen wird. Das Hintergrund-Rauschen wird durch Messung der 20 schwächsten Pixel aus 
16 Chip-Feldern bestimmt. 
 
 
2.6  Proteomanalyse 
 
Die Proteomanalyse ist eine wichtige Ergänzung zur Transkriptionsanalyse, da sich das 
komplexe Netzwerk der Zellregulation nicht allein durch das Entschlüsseln von RNA Ex-
pressionsmustern einer Zelle charakterisieren lässt. Untersuchungen der RNA Expression 
liefern zwar ein realistisches Bild der tatsächlichen Vorgänge in einer Zelle, jedoch korre-
lieren die RNA Level nicht unbedingt mit den Mengen entsprechender Genprodukte. Be-
reits auf der Transkriptionsebene setzen die ersten Mechanismen zur Regulation der Gen-
aktivität ein: alternatives Spleissen, Degradation und unterschiedliche Translationsraten. 
Zur Absicherung von differentiellen RNA Analysen (z.B. subtraktive Klonierung und 
DNA-Microchip-Hybridisierung) und zur Ermittlung des tatsächlichen intrazellulären Ge-
schehens ist eine Analyse der verschiedenen Proteinmoleküle und ihrer modifizierten Iso-
formen notwendig. Die Anzahl der Proteinspezies ist z.B. durch posttranslationale Modifi-
kation (z.B. Hydroxylierung, Glykosylierung und Phosphorylierung) um ein Vielfaches 




statischen Genom verändern sich Transkriptom und Proteom während der Entwicklung 
und als Reaktion auf unterschiedliche Einflüsse dynamisch. 
 
Die Proteomanalyse ist somit ein wichtiges Instrument um die Fragen nach posttransla-
tionaler Modifikation, Isoformen, räumlicher Verteilung und Expressionsstärken unter ver-
änderten Bedingungen zu beantworten. Mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektropho-
rese lassen sich mehrere tausend Proteine einer Zelle trennen, auf einem Gel darstellen und 
durch Kopplung an hochauflösende massenspektrometrische Verfahren charakterisieren. 
Die daraus gewonnenen Erkenntnisse lassen sich zur Struktur- und Funktionsaufklärung 
der einzelnen Proteine in der Zelle nutzen. Proteomics stellt somit ein Ansatz dar, der die 
klassischen Methoden der DNA- und RNA-Forschung sinnvoll erweitert, der aber auch 
limitiert ist, weil nur diejenigen Proteine erfasst werden können, die in ausreichenden 
Mengen in einer Zellpopulation vorhanden sind. 
 
2.6.1  Zweidimensionale Gelelektrophorese 
 
Die zweidimensionale Gelelektrophorese ist derzeit die leistungsfähigste Methode, mit 
der die reproduzierbare Auftrennung von komplexen Proteingemischen unter Beibehaltung 
der quantitativen Verhältnisse durchgeführt werden kann. Der Vorteil ist, dass die Auf-
trennung der Proteine nach zwei unterschiedlichen physikalisch-chemischen Kriterien, 
nämlich Trennung aufgrund von Ladung (isoelektrischer Punkt, 1. Dimension) und Masse 
(Molekulargewicht, 2. Dimension) erfolgt und die Gesamtheit der Proteine innerhalb be-
stimmter Grenzen auf einem Gel sichtbar gemacht werden können. Im Anschluss können 
mit Hilfe von computergestützten Bildauswertungsverfahren und massenspektrometrischen 












2.7  Zielsetzung dieser Arbeit 
 
Aufgrund der Bedeutung des MLL Gens bei der Chromatinregulation während embryo-
naler Differenzierungsvorgänge und seiner Involvierung in zahlreiche Translokationen 
sowie der damit verbundenen pathogenetischen Bedeutung, ist das MLL Gen seit seiner 
Entdeckung Gegenstand intensiver Forschung. 
 
1. Mit Hilfe eines biologischen Testsystems, das aus zwei isogenen embryonalen Maus-
fibroblasten-Zelllinien (MLL
-/- und MLL
+/+) bestand, sollten die wichtigsten Funktionen 
des nativen MLL Proteins durch die Charakterisierung seiner Zielgene aufgeklärt werden. 
Dazu sollten verschiedene Analysemethoden angewendet werden. Die Erstellung eines 
MLL-abhängigen Expressionsprofils sollte zuerst auf RNA-Ebene durch subtraktive Klo-
niertechniken und DNA-Microchip-Arrays erfolgen. Diese Ergebnisse sollten durch mas-
senspektrometrische Verfahren (MALDI-TOF MS) nach zweidimensionaler Gelelektro-
phorese auf Protein-Ebene verifiziert werden.  
 
2. In der vorliegenden Arbeit sollte zusätzlich eine Komplementationsanalyse Auf-
schluss darüber geben, ob das humane MLL Protein das fehlende murine Homolog in den 
MLL




-/-::BC230A-Leervektor) etabliert werden. Aus dem 
Vergleich beider Expressionsmuster mittels DNA-Microchip-Arrays sollten Rückschlüsse 
gezogen werden, inwieweit das murine System zur Untersuchung des Einflusses humaner 
Proteine auf Transkriptionsprozesse (auch im Hinblick auf der unter Punkt 3 beschriebenen 
Versuche) geeignet ist. 
 
3. Bei der t(4;11) Translokation entstehen durch illegitime Rekombination die zwei Fu-
sionsgene MLL•AF-4 und AF-4•MLL, die für funktionsfähige Derivatproteine kodieren. 
Diese Proteine scheinen ein onkogenes Potential aufzuweisen, das nach einem bisher un-
bekannten Mechanismus zur klonalen Expansion der leukämischen Blasten führt. Die 
cDNA Konstrukte der chimären Gene sollten ebenso wie der Leervektor (pBC230A) in Mll 
Wildtyp-Zellen stabil transfiziert werden. Mittels DNA-Microchip-Technologie sollten in 
diesem Versuchsansatz die Zielgene der einzelnen Fusionsproteine und ihrer Kombination 
identifiziert werden. Die Kenntnis darüber sollte zum Verständnis des pathogenetischen 




3  Ergebnisse 
3.1  Etablierung neuer Zelllinien 
3.1.1  Tetracyclin-induzierbares Expressionssystem in MLL
-/- Zellen  
 
Das Hauptziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Targetgenen des humanen MLL 
Proteins. Daneben sollte versucht werden, Targetgene zu identifizieren, deren Transkrip-
tion durch Fusionsproteine beeinflusst wird, die durch die Translokation t(4;11) entstehen  
(MLL•AF-4 und AF-4•MLL). Dazu sollten induzierbare Expressionskonstrukte stabil in 
Mll knock-out Zellen stabil transfiziert werden, da durch das Fehlen des endogenen MLL 
Proteins ein direkter Einfluss auf die Genexpression detektierbar sein sollte. Im Anschluss 
an die Induktion sollte nach 4, 8, 12, 24 und 48 h RNA aus den Zellen isoliert werden und 
diese mittels subtraktiven Kloniermethoden und DNA-Microchip-Arrays auf unterschiedli-
che Transkriptionsmuster analysiert werden. 
Mit der Entwicklung des tet-off Systems wurde von Gossen et al. (1994) ein induzierba-
res Expressionssystem für Säugerzellen geschaffen. Es besteht aus einem Vektor, der die 
Sequenz des Transaktivatorproteins (tTA) enthält und einem weiteren, induzierbaren Ex-
pressionsvektor, in den das induzierbare Transgen einkloniert wird. Das Transaktivatorpro-
tein ist ein Fusionsprotein aus dem N-terminalen Bereich (AA 1-207) des prokaryontischen 
Tet-Repressors und den C-terminalen 127 Aminosäuren der HSV-VP16 Aktivierungsdo-
mäne. Der VP16 Bereich konvertiert den Tet-Repressor vom Transkriptionsrepressor in 
einen Transkriptionsaktivator. Der induzierbare Vektor zeichnet sich durch 7 hintereinan-
der geschaltete Tet-Operator-Sequenzen aus, die unter dem Einfluss eines Minimal-CMV-
Promotors stehen. Durch das Fehlen der assoziierten starken Promotor-Enhancer Elemente 
kann das einklonierte Transgen nur dann effizient exprimiert werden, wenn alle Tet-
Operatoren durch die Transaktivatorproteine TetR::VP16 (tTA) gebunden werden. Anstel-
le des Tetracyclins wird Doxycyclin verwendet, da es eine längere Halbwertszeit im Me-
dium aufweist (ca. 24 h) und somit die Kultivierung der Zellen erleichtert. Doxycyclin 
bindet an den Transaktivator und führt zu einer Konformationsänderung, die folglich eine 
Bindung an die Tet-Operons verhindert und die Transkription des Transgens inhibiert. 
Aufgrund der Vorteile: exakte Regulationsmöglichkeit, Fehlen von pleiotropen tTA Effek-
ten, Erreichen höherer Expressionslevel als durch den CMV-Promotor und den gut charak-
terisierten Doxycyclin-Eigenschaften, schien dieses Expressionssystem für die Durchfüh-




Zunächst mussten hierzu jedoch die Ausgangsvektoren für die Expressionsexperimente 
kloniert und getestet werden. 
Als induzierbaren Vektor wurde pUHD10-3 gewählt, der sich durch ein tet-responsive-
element (TRE, 7 PMinCMV-gesteuerte Tet-Operons) vor der multiplen Klonierstelle (mcs) 
und der Abwesenheit einer Resistenzkassette auszeichnet. In die mcs wurde über EcoRI- 
und BamHI-Schnittstellen der SfiI-Linker UHD•3/•5 einkloniert, in den die vorhandenen 
SfiI-Kassetten der Expressionskonstrukte für hMLL  (12,1 kb), MLL•AF-4 (6,9 kb) und 
AF-4•MLL (9,1 kb) eingebracht wurden. Die ClaI-Schnittstelle diente zur Überprüfung der 
erfolgreichen Einklonierung des Linkers. 




        
Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Linkers UHD mit seinen Schnittstellen 
In der Mitte der Abbildung ist der ds Linker UHD dargestellt (UHD•3/UHD•5). Die Überhänge 
wurden so gewählt, dass sie mit dem EcoRI- und BamHI-geschnittenen Vektor pBluescript ligiert 
werden konnten. Durch Restriktionsverdau mit ClaI liess sich die erfolgreiche Ligation überprü-






Das Fehlen der Resistenzkassette sollte dazu führen, dass die Kopienanzahl der transge-
nen Expressionskonstrukte in der Zelle nicht durch Selektionsdruck erhöht wurde. Es wird 
ein, im Idealfall mindestens siebenfacher, Transaktivator-Überschuss für die transkriptio-
nelle Kontrollierbarkeit eines Transgens benötigt. Zur Selektionserleichterung der transfi-
zierten Zellen wurden die klonierten Vektoren pUHD::hMLL, pUHD::der4 und 







GATATCG       AATTCGGCCTCACTGGCCATCGATGGCCAGTGAGGCCG      GATCCACGA 
CTATAGCTTAA       GCCGGAGTGACCGGTAGCTACCGGTCACTCCGGCCTAG       GTGCT 
 






Abb. 3.2: Restriktionsverdau der induzierbaren Vektoren 
Bei allen Konstrukten sind die cDNAs als SfiI-Kassetten mobilisierbar. M: Marker (λ  ClaI),     
Größenangaben in kb, a: pcDNA::tTA (EcoRI/BamHI), b: pcDNA::tTA (EcoRI/PvuII) c: 
pUHD::hMLL (SfiI), d: : pUHD::hMLL (EcoRI), e: pUHD::der4 (SfiI), f: pUHD::der4 (EcoRI), g: 
pUHD::der11 (SfiI), h: pUHD::der11 (EcoRI), i: pHMR272 (BamHI/HindIII), j: pHMR272 (Eco-




Der die Transaktivatorsequenz enthaltende Vektor pUHD15-1 besitzt eine Neomycin-
Resistenz. Da jedoch bei der Herstellung der knock-out Zellen u.a. ein Neo
R-Konstrukt 
durch homologe Rekombination ins Genom eingeführt wurde, war eine Selektion mit 
G418 nicht mehr möglich. Aus diesem Grund wurde die Transaktivatorsequenz für das 
Protein TetR::VP16 (tTA) durch einen Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoR1 und 
BamH1 aus pUHD15-1 ausgeschnitten. Nach einem Aufreinigungsschritt aus dem Agaro-
segel wurde dieses Fragment in die entsprechenden Schnittstellen des Vektors pcDNA3.1, 
der eine Zeocin-Resistenzkassette besitzt, einkloniert.  
 
Vor Beginn der Zelltransfektion mussten zunächst Wachstumskurven mit MLL
-/- Zellen 
bei unterschiedlichen Konzentrationen an Selektionsantibiotika aufgenommen werden. Es 
wurde diejenige Konzentration bestimmt, bei der die nichttransfizierten Zellen nach 10 
Tagen komplett abgestorben waren. Für Zeocin ergab sich daraus eine Konzentration von 





















-/- Zellen wurden zuerst mit dem Vektor pcDNA::tTA stabil transfiziert, der für 
den Tet-R::VP16 Transaktivator kodiert. Nach erfolgreicher Selektion mit Zeocin wurde 
mittels PCR an genomischer DNA die Integration des Transaktivator-Fragmentes bestätigt 
und zusätzlich durch RT-PCR und Southern-Blots getestet, welche der verschiedenen 
MLL
-/-::tTA Klone konstitutiv eine ausreichende Menge des Transaktivators transkribierte 
(s. Abb 3.3). Der Klon mit der höchsten RNA-Transkriptionsrate (MLL
-/-::tTA; Klon 3) 
wurde für alle weiteren Experimente verwendet. Im Anschluss an diese Sceening-
Experimente wurden die induzierbaren MLL Expressionskonstrukte und deren Kombina-
tion in Klon 3 stabil transfiziert.    
 














Abb. 3.3: Expressionskontrolle des Transaktivators von MLL
-/-::tTA, Klon 3 
A: Aus den MLL
-/-::tTA Zellen (Klon 3) wurde RNA präpariert und diese revers transkribiert (a: 
mit RT, b: ohne RT, als Test auf DNA-Kontamination), c: tTA-Positivkontrolle (PCR am Aus-
gangsvektor); M: Marker (λ ClaI), Größenangaben in kb. Alle RT-PCR-Reaktionen wurden mit 
dem Oligonukleotid-Paar tTA•3/•5 durchgeführt; erwartete Fragmentgröße: 1025 bp, B: Southern 
Blot, a-f: MLL
-/-::tTA Klon 3 bis Klon 8, g: Positivkontrolle; Hybridisierung mit radioaktiv mar-
kiertem tTA-PCR Fragment (Abb. A, Spalte c).  
Klon 3 (jeweils Spalte a) zeigte in verschiedenen Experimenten die stärkste tTA-Expression und 
wurde für weitere Transfektionen verwendet. MLL
-/-::tTA Klon 6 (Spalte d) führte im Southern 
Blot zu einem schwachen Signal. 
 
 
Die Zweit-Transfektionsexperimente wurden in Gegenwart von 10 µg/ml Doxycyclin 
durchgeführt, da unter diesen Bedingungen der TetT::VP16 Transaktivator nicht an seine 
Erkennungssequenz binden und somit die Transkription einklonierter Transgene inhibiert 





-/-tTA::der4/der11, die jeweils 








































pcDNA::tTA  pUHD::hMLL 
+ pHMR272-Hyg  MLL





pcDNA::tTA  pUHD::der4 
+ pHMR272-Hyg  MLL





pcDNA::tTA  pUHD::der11 
+ pHMR272-Hyg  MLL









tTA::der4/11  pos pos pos 
 
 
Tab. 3.4: Induzierbare Zelllinien und deren Analyse 
Die RT-PCR-Reaktionen mit cDNA aus den Zelllinien, die in Doxycyclin-haltigem Medium kulti-
viert wurden, hätten bei einem funktionierenden tet-off System kein positives Ergebnis zeigen dür-
fen. tTA: Transaktivator-Protein, Doxy: Doxycyclin (10µg/ml), Hyg: Hygromycin-Resistenz. 
 
 
Durch RT-PCR Analysen konnte jedoch gezeigt werden, dass trotz der Anwesenheit der 
zehnfachen (10 µg/ml) der empfohlenen Doxycyclin-Konzentration, eine erhebliche Ex-
pression aller Transgene stattfand, die für der11 in Abb. 3.5 beispielhaft gezeigt wird. Das 
tet-off System schien, obwohl tTA in ausreichenden Mengen exprimiert wurde, durchlässig 






Abb. 3.5: RT-PCR eines uninduzierten MLL
-/-tTA::der11 Klons. 
a: Transaktivator (tTA•3/•5), b: der11 (MLL•3/AF-4•5), c: Positivkontrolle (β-Actin), M: Marker 

















In Ermangelung eines induzierbaren Expressionssystems wurden Experimente in einem 
konstitutiv exprimierenden Zellsystem geplant und durchgeführt. 
Zur Etablierung dieser neuen Zelllinien wurden die Expressionskassetten hMLL, der4 
und der11 in die SfiI-Schnittstelle des eukaryontischen Vektors pBC230A (Hyg
R) einklo-
niert. Durch die im Vektor vorhandene EBNA1-Kodiersequenz lag der Vektor nach stabi-
ler Transfektion in den Zellen episomal vor, weshalb keine Einzelklone isoliert werden 
mussten. Während der Klonierungen wurden einzelne Schritte jeweils über Restriktions-
verdau und Sequenzierung überprüft. Nach Abschluss der Klonierungen wurden alle Kon-
strukte nochmals auf Größe und Orientierung getestet und durch partielle Sequenzanalysen 
auf Fehlerfreiheit der Expressionskassetten überprüft.  
 
Die Wildtyp-Zellen wurden mit den Vektoren pBC230::der4, pBC230::der11 und dem    
Originalvektor pBC230A (Negativkontrolle) stabil transfiziert und mit Hygromycin 
(120 µg/ml) selektioniert. Für eine weitere Kotransfektion wurden Zellen verwendet, die 
bereits das der11 Konstrukt im Vektor pBC230A trugen. In diese Zellen wurde zusätzlich 
das Expressionskonstrukt pBC364A/His::der4 transfiziert. Diese Kotransfektande wurde 
mit Hygromycin und Histidinol (2 mM) selektioniert und konnte nach 3 Wochen stabil 
kultiviert werden.  
Alle hier verwendeten Transgene und deren konstitutive Transkription wurden durch 
PCR- und RT-PCR-Experimente analysiert und verifiziert, wobei für alle Ansätze positive 





































 pBC364A/His:der4  MLL
+/+::der4/11 pos  ok 
 




Als Ausgangsvektor zur Durchführung der Komplementationsanalyse wurden der kon-
stitutiv exprimierende Vektor pBC230::hMLL und der Originalvektor pBC230A in die 






























Tab. 3.6: Konstitutiv exprimierende Zelllinien und deren Analyse 
Bei der RT-PCR wurden jeweils Oligonukleotide eingesetzt, die an Erkennungssequenzen inner-
halb der Expressionskonstrukte hMLL, MLL•AF-4 und AF-4•MLL gebunden haben. Bei den mock-























3.2  MLL als Differenzierungsprotein in der Embryonalentwicklung / 
Identifizierung von MLL Targetgenen  




Bei der Kultivierung von Mll Wildtyp und knock-out Zellen fiel auf, dass die Zelllinien 
eine stark unterschiedliche Morphologie zeigen. Mll Wildtyp-Zellen lassen sich durch ihre 
zahlreichen und langen Filopodien deutlich von den MLL
-/- Zellen unterscheiden. MLL
-/- 
Zellen sind größer, haben einen größeren Zellkern und weisen charakteristische Lamelli-





Abb. 3.7: Morphologische Charakteristika von MLL
+/+ und MLL
-/- Zellen 















In einer Kooperationsarbeit mit Herrn Prof. Dr. M. Presta (Inst. für Biotechnologie,    
Universität Brescia, Italien) konnten folgende Immunfluoreszenz-Aufnahmen generiert 



































































































































3.2.2  Intrazelluläre Lokalisation  
 
Immunohistochemische Experimente bieten Lokalisationsmöglichkeiten definierter Pro-
teine innerhalb einer Zelle. In diesem Versuch sollte die intranukleäre Lokalisation des 
endogenen murinen MLL Proteins bestätigt werden, die für die Funktion als transkriptions-
regulierender Faktor zwingend notwendig ist. Dazu wurde ein monoklonaler Antikörper 
verwendet, der gegen ein spezifisches Epitop des Exon 3 gerichtet ist (MAK E3). Nach 
Markierung des MLL Antikörpers durch einen FITC-markierten Zweit-Antikörper konnten 







Abb. 3.9: Nukleäre Lokalisation vom N-Terminus des MLL Proteins in MLL
+/+ und MLL
-/- Zellen 
Der verwendete murine monoklonale Antikörper ist gegen Epitope in Exon 3 des MLL Proteins 
gerichtet. Als Zweit-Antikörper wurde ein FITC-markierter anti-Maus Anktikörper verwendet. 








In der linken Spalte sind Bilder der Wildtyp-Zellen und in der rechten Spalte der knock-
out Zellen abgebildet. Bei den Bildern in der oberen Reihe handelt es sich um reine Fluo-
reszenz-Aufnahmen, bei den unteren Darstellungen wurden diese Fluoreszenz-Bilder mit 
den entsprechenden Transmissionsbildern kombiniert (Bildbearbeitungsprogramm IMA-
RIS). Diese „overlays“ ermöglichen eine exaktere Darstellung der intrazellulären 
Lokalisation. Die Fluoreszenz-Verteilung in den einzelnen Zellen bestätigt die publizierte 
nukleäre Lokalisation des murinen MLL Proteins, mit ihrer charakteristischen gleichmäßig 
punktierten Distribution (Ennas et al., 1997; Yano et al., 1997). Fluoreszenz ist 
hauptsächlich im Kern und nur schwach an einzelnen Stellen im Zytoplasma detektierbar. 
Das endogene Wildtyp MLL Protein ist in seinen MLL MPSC gleichmäßig über den 
gesamten Nukleus verteilt. In den knock-out Zellen, in denen das MLL Protein nur bis zur 
Insertionskassette in Exon 4 exprimiert wird, ist eine vergleichbare Fluoreszenz-Verteilung 
vorhanden, da sich die subnukleäre Lokalisierungssequenz vor Exon 4 befindet und somit 
in diesem Peptidfragment ebenfalls vorhanden ist (Yano et al., 1997). 
 
3.2.3  Subtraktive Kloniertechniken 
 
Die Tatsache, dass es sich bei MLL um ein nukleäres, chromatinregulierendes Protein 
handelt, ermöglicht die Untersuchung seines Einflusses auf Transkriptionsmuster und Ziel-
gene. Diese Untersuchung sollte in den folgenden Experimenten durch Vergleich der Ex-
pressionsmuster von Wildtyp und knock-out Zellen mittels unterschiedlicher Methoden 
erfolgen.  
 
Mittels subtraktiver Klonierung ist es prinzipiell möglich, differentiell exprimierte Gene 
im Vergleich zweier Zellpopulationen zu identifizieren. In einem ersten Versuchsansatz 
sollten deshalb die Zielgene des nativen murinen MLL Proteins detektiert werden, d.h. das 
Transkriptom der MLL
-/- Zellen wurde von dem der MLL
+/+ Zellen „subtrahiert“. Bei die-
ser Subtraktion stellte die Wildtyp Zelllinie den sog. „tester“ und die knock-out Linie den 
„driver“ (im 100-fachen Überschuss) dar. Eine schematische Darstellung dieser Methode 










Abb. 3.10: Subtraktive Kloniertechnik von MLL
+/+ vs. MLL
-/- 
Schwarze Balken stellen Transkripte dar, die ausschliesslich in den Wildtyp-Zellen exprimiert und 
weiße Balken, die in beiden Zelllinien exprimiert werden. Weiße Boxen beider Adaptoren sind se-
quenzidentisch, schwarze und graue Bereiche sind nicht sequenzidentisch. 
 
 
Nachdem aus den isolierten mRNA-Fraktionen der MLL
+/+ und MLL
-/- Zelllinien dop-
pelsträngige cDNA synthetisiert wurde, schloss sich ein RsaI Restriktionsverdau an. An 
die glatten Enden der tester cDNA (MLL
+/+) wurden in unterschiedlichen Reaktionsansät-
zen zwei verschiedene Adaptoren anligiert, die in nachfolgenden Hybridisierungsschritten 
die Anreicherung differentieller Transkripte durch suppressive und nested-PCR Schritte 
ermöglichte.  
Die quantitative Adapterligation ist für den Erfolg dieser Kloniermethode von größter 
Bedeutung, da die Amplifizierung der differentiell exprimierten Transkripte von ihr ab-
hängig ist. Aus diesem Grund ist eine Kontroll-PCR des housekeeping Gens GAPDH zur 






























schiedliche Adaptoren enthalten sollten, wurden je zwei PCR-Reaktionen durchgeführt. 
Für die eine wurden zwei GAPDH Oligonukleotide, und für die andere je ein GAPDH-
spezifischer und ein Adaptor-spezifischer Primer eingesetzt. Beide Banden sollten sich auf 
dem Agarosegel nicht mehr als um die dreifache Intensität unterscheiden, was für eine  
Adaptorligation mit mindestens 33%iger Ligationseffizienz spräche. Alle durchgeführten 
subtraktiven Klonierungen wurden diesen Anforderung gerecht. Beispielhaft ist dies für 
die Subtraktion MLL
+/+ vs. MLL














Abb. 3.11: Kontroll-PCR zur Bestimmung der Ligationseffizienz 
a:, tester mit Adaptor 1 (GAPDH•3/•5 (1/2)), b: tester mit Adaptor 1 (GAPDH•3/PCR-Primer 
(1/3)), c: tester mit Adaptor 2 (GAPDH•3/•5 (1/2)), d: tester mit Adaptor 2 (GAPDH•3/PCR-




Durch die Hybridisierungsschritte mit einem Überschuss an driver cDNA werden 
Transkripte, die in beiden Zelllinien vorkommen, aus dem Reaktionsansatz „entfernt“.   
Übrig bleiben die differentiell exprimierten cDNA Spezies, die durch kein komplementäres 
Transkript der knock-out Zellen durch Hybridisierung an der Amplifizierung gehindert 
werden.  
Die Adapterligation mit zwei verschiedenen Linkern, deren Sequenz im äusseren Be-
reich (s. Abb. 3.11) identisch ist, hat folgende Vorteile: Nach den zwei Hybridisierungen 
entstehen die Produkte a-e, wobei ausschließlich das doppelsträngige cDNA Molekül e 
beide Adaptoren aufweist und exponentiell amplifiziert werden kann. Nach einer fill-in 
Reaktion kann mit Oligonukleotiden, die im äusseren Bereich beider Linker binden, eine 
PCR Reaktion durchgeführt werden. Transkript a und d können aufgrund der fehlenden 
zweiten Primerbindungsstelle nicht amplifiziert werden. Moleküle des Typs c werden nur 





Transkript mit Adaptor 1 Transkript mit Adaptor 2
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hung einer pan-like Stuktur von Transkript b wird begünstigt, da die Adaptoren eines 
DNA-Stranges durch die fill-in Reaktion komplementär werden und die Adaptoren dieses 
DNA-Stranges mit sich selbst hybridisieren, also folglich nicht amplifiziert werden kön-
nen. Mit dieser Strategie wurde durch die suppressive PCR-Reaktion eine Verminderung 
der Amplifikation von falsch positiven Transkripten erreicht. Es wird nun im zweiten 
Schritt eine nested-PCR angeschlossen, deren Primer spezifisch an die unterschiedlichen 
Sequenzen der zwei Adaptoren binden. Dadurch wird eine unspezifische Amplifikation, 
z.B. von Molekül b, weiter unterdrückt. Die Amplifikate der cDNA Spezies e wurden in 
den Vektor pGEM-T kloniert, der zur effizienten Ligation von PCR-Produkten mit einem 
terminalen Überhang einer einzelnen Thymin-Base ausgestattet ist (Fa. Promega). 
Die subtraktive Klonierung wurde zudem in umgekehrter Richtung durchgeführt. Durch 
diese Subtraktion wurden Gene identifiziert, die durch die Anwesenheit des MLL Proteins 
reprimiert werden. 
 
Nach Transformation der entsprechenden Ligationsansätze in den E.coli Stamm Sure™ 
konnten bei der Subtraktion von MLL
+/+ vs. MLL
-/- ca. 165 Klone auf der Agar-Platte de-
tektiert werden. Bei der Subtraktion von MLL
-/- vs. MLL
+/+ waren es 70 Klone. Bei einer 
Wiederholung der Experimente resultierten 145 differentiell exprimierte MLL
+/+ und 168 
MLL
-/- Klone. 
Von den meisten Klonen wurden Mini-Lysate angefertigt und diese sequenziert. Durch 
Anfrage am BLAST-Server (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) konnten viele Klone identifi-

















    ACC #                   Zielgene (hochreguliert in MLL
+/+ Zellen)          Häufigkeit 
    _____________________________________________________________________ 
 
XM_011188.2  Actin filament associated protein; AFAP-110  3x 
NM_022310.1  Heat-shock protein 70; protein 5, HSP 70  3x 
NM_010481.1  Heat-shock protein 74; HSP 74  3x 
NM_010123  Eucaryotic translation initiation factor 3 (Eif3)  2x 
AF095728  GDP-dissociation inhibitor    3x 
J01420  Mouse mitochondrion, complete genome  2x 
NM_010687 Glycosyltransferase  2x 
BC013165.1  Ribosomal protein L9; Rpl9  2x 
BC002167.1  Heat-shock protein 84; HSP 84  2x 
NM_027086  Chromosom 9, nicht identifiziert  2x 
AF364051.1  CLAST5, SHARP-2; hairy-related protein  1x 
NM_009369  TGF-beta induced protein, (Tgfbi), beta(ig-h3)  1x 
AF021335  T-cell-receptor gamma locus (TCR gamma-2/4)  1x 
NM_019919  Latent TGF beta binding protein; Ltbp1  1x 
NM_009270.1 Squalen  epoxidase  1x 
NM_013562  Interferon-related developmental regulator 1  1x 
BC003893  Cell devision cycle 5 protein  1x 
AB022209 Ribonucleoporotein  F  1x 
NM_010728 Lysyl  oxidase;  Lox  1x 
BC005549 SAR-1  protein  1x 
NM_010232  Flavin-containing monooxygenase 5 (Fmo5)  1x 
AY026252 ADP-ribose  pyrosphosphatase;  NUDT9  1x 
NM_020092  S/R-rich splicing regulatory protein 86 (Srrp86)  1x 
NM_008122  Gap junction membrane channel protein alpha 7 (Gja7)  1x 
M11718  Procollagen, type V, alpha II  1x 
NM_009933.1  Collagen, type VI, alpha I; Col6a1  1x 
BC004725.1  Aldo-keto reductase family B1  1x 
AF026481.1  Eucaryotic translation initiation factor 1a (Eif1a)  1x 
NM_013647.1  Ribosomal protein S16  1x 
AC021642.14  Ribosomal protein 23, containing myf5/myf6  1x 
NP_008117.1  NADH ubiquinon reductase  1x 
U23921  Osmotic stress protein 94 (Osp94), APG-1  1x 
NM_011293  RNA Polymerase II 4 (14 kDa subunit)  1x 
XM_030096  Malic enzyme (ME2)  1x 
XM_144249  Vacuole membrane protein  1x 
NM_020408 CGI-203  protein  1x 
AK013434  Chromosom X, nicht identifiziert  1x 
AK003172  Chromosom 15, nicht identifiziert  1x 
AK013471  Chromosom 4, nicht identifiziert  1x 
BC005559  Chromosom 6, nicht identifiziert  1x 
BC004013  Chromosom 5, nicht identifiziert  1x 
AK009972  Chromosom 10, nicht identifiziert  1x 
AK009025  Chromosom 9, nicht identifiziert  1x 
AK007636  Chromosom 5, nicht identifiziert  1x 
    _____________________________________________________________________ 
 
 
Tab. 3.12: Zusammenfassung der Zielgene des murinen MLL Proteins  
Charakterisierung durch subtraktive Kloniermethodik und anschliessender Sequenzierung. Fettge-
druckt dargestellt sind die Gene, die ebenfalls durch Microchip-Arrays identifiziert wurden. „Häu-





     ACC #                  Zielgene (hochreguliert in MLL
-/- Zellen)            Häufigkeit 
     ____________________________________________________________________ 
 
X93167 Fibronectin  5x 
BC003825 Tubulin-β 5 (Tubb5)  3x 
NM_009025 Ras-p21  activator-3  (Rasa-3)  3x 
U68542 CASP  (cux)  3x 
NM_011619  Troponin T2 (cardiac; Tnnt2)  2x 
BC006592  Rho GTPase activating protein  2x 
AK005387  Chromosom 10, nicht identifiziert  2x 
AK003401  Chromosom 14, nicht identifiziert  2x 
XM_002669.2  NADH ubiquinon reductase  2x 
BC003292  Apoptosis inducing factor (AIF)  1x 
NM_011580 Thrombospondin  (THBS1)  1x 
XM_124321 Smooth  muscle  γ-actin, enteric  1x 
XM_030096 Malic  enzyme  1x 
NM_011258  Replication factor (Recc1)  1x 
NM_009983 Cathepsin  D  1x 
NM_009906  Ceroid-lipofuscinosis neuronal protein (Cln2)  1x 
AJ276796 Cysteinyl-transferase (CysRS)  1x 
AAH04756  Nuclear receptor binding protein  1x 
NP_002152 Isoleucine-tRNA  synthetase  2x 
AV351990  Serine-threonine protein kinase (TAO1)  1x 
AB053477 BPOZ  1x 
NM_011125  Phospholipid transfer protein (Pltp)  1x 
NM_015650  Microtubule-interacting prot. that assoc. with TRAF3  1x 
NM_019094 Nudix  (Nudt4)  1x 
NM_015928  Androgen-induced prostate proliferation shut-off (AS3)  1x 
NM_013786 Hydroxysteroid-17-β-dehydrogenase 1x 
AK011390  Protein kinase, cAMP-dependent, type II α 1x 
AK004221  Chromosom 8, nicht identifiziert  1x 
    _____________________________________________________________________ 
 
 
Tab. 3.13: Zusammenfassung der durch das MLL Protein reprimierten Zielgene  
Charakterisierung durch subtraktive Kloniermethodik und anschliessender Sequenzierung. Fettge-
druckt dargestellt sind die Gene, die ebenfalls durch Microchip-Arrays identifiziert wurden. „Häu-





3.2.3.1  Differentielle Genexpression in MLL
+/+ Zellen 
 
Im Folgenden wird kurz auf interessante MLL Targetgene eingegangen. Die am häu-
figsten vorkommenden Targetgene, die durch die Anwesenheit des MLL Proteins in ihrer 
Transkription aktiviert werden, kodieren für verschiedene Hitzeschock-Proteine (HSPs). 
HSP70 und HSP74 wurden je 3 mal, HSP84 2 mal identifiziert. Zusätzlich konnte das Gen 




Hitzeschock-Proteine sind bezüglich Geninduktion und Eigenschaften in allen bisher un-
tersuchten Organismen hochkonserviert. Neben ihrer transienten Schutzfunktion für wich-
tige Proteine nach Hitzeeinwirkung, osmotischem Stress oder Schwermetallexposition, 
wird die Mehrzahl der HSPs ebenfalls in definierten Entwicklungsphasen konstitutiv syn-
thetisiert und übt essentielle Funktionen in der Zelle aus (Nover, 1991; Pechan, 1991). Da-
zu gehören Proteinfaltungs- und Translationsprozesse (Miernyk and Hayman, 1996), Re-
organisation des Zytoskelettes und die Autoregulation der HSP-Geninduktion. Die Vertre-
ter der Proteinfamilie HSP70 bestehen aus einer N-terminalen ATP-bindenden Domäne 
und einer C-terminalen Wechselwirkungsdomäne, die eine Vielzahl ungefalteter oder de-
naturierter Proteine binden kann (Bukau and Horwich, 1998; Miernyk and Hayman, 1996). 
Die Regulation der Expression von Hitzeschock-Proteinen wird durch einen Autoregula-
tionsmechanismus kontrolliert (Morimoto, 1993). Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren sind 
an HSP70 Proteine gebunden und bilden eine monomere, inaktive Einheit. Durch Stress-
einwirkung werden die Transkriptionsfaktoren freigesetzt und in den Zellkern transportiert, 
wo sie die HSP Transkription durch Bindung an entsprechende Promotorregionen initiie-
ren. Die Herunterregulation der HSP Expression erfolgt, sobald ausreichende HSP Mengen 
zur Bindung der Transkriptionsfaktoren vorhanden sind. 
 
In MLL
+/+ Zellen wird das Actin filament associated protein (AFAP 110) stark hoch-
reguliert. Die konservierte prolinreiche SH3-Domäne ist ein Substrat des Src-Protoonko-
gens (Reynolds et al., 1989) und führt nach seiner Bindung zu einer Konformationsände-
rung (Yu, 1994). Erhöhte intrazelluläre Src-Konzentrationen führen zu einer verstärkten 
Tyrosin-Phosphorylierung des Actin filament associated protein und Remodulierung des 
Aktins in eine rosettenähnliche Struktur (Flynn et al., 1993). Die im AFAP-Protein vor-
handenen pleckstrin-homology (PH) Domänen sind charakteristische Merkmale von Zyto-
skelett-Proteinen (Gibson et al., 1994; Musacchio et al., 1993) und interagieren mögli-
cherweise mit der Plasmamembran. Zwischen den beiden PH-Domänen liegt eine Serin-/ 
Threonin-reiche Region, die als Phosphorylierungssubstrat für Proteinkinase C postuliert 
wird. Am C-terminalen Ende befindet sich ein Leucin-Zipper Motiv und zwei Aktin-
bindende Domänen (ABD1 und ABD2; (Qian et al., 1998). Mit Hilfe von Immunofluores-
zenz-Aufnahmen konnte bewiesen werden, dass AFAP110 tatsächlich mit Aktinfilamenten 
assoziiert ist (Flynn et al., 1992). Aktinfilament-bindende Proteine spielen bei der Stabili-
sierung und Reorganisation des Zytoskeletts eine ausserordentlich wichtige Rolle.   




CLAST5/SHARP2/Hairy-related protein/DEC1 ist ein basic-helix-loop-helix Protein 
der HES (Hairy and Enhancer of Split) Proteinfamilie. Das Hairy-related protein ist bei D. 
melanogaster in der frühen Entwicklung für die Neurogenese und die Ausbildung sensori-
scher Organe von großer Bedeutung, da es über die direkte Transkriptionsrepression des 
proneuralen Gens achaete regulierend eingreift (Shen et al., 1997). Ebenfalls konnte durch 
Northern-Blot Analysen gezeigt werden, dass dieses Protein in unterschiedlichen Geweben 
(Lunge, Milz, Intestinaltrakt und Knorpel) exprimiert wird. Es wird vermutet, dass Hairy-
related protein an der Kontrolle von Zelldifferenzierungsprozessen beteiligt ist und somit 
eine essentielle Rolle während der Embryonalentwicklung spielt. 
 
Als weiteres Gen, das in Mll Wildtyp-Zellen differentiell exprimiert wird, wurde Latent 
TGF-β binding protein (LTBP1) identifiziert. LTBP1 besitzt Matrix- und TGF-β-Binde-
domänen und ist, durch kovalente Bindung an Strukturen der extrazellulären Matrix, in der 
Lage, TGF-β gezielt seinen Rezeptoren zuzuführen (Taipale et al., 1994). Dabei wird das 
inaktive, gebundene TGF-β durch Proteolyse aus der „Speicherform“ entlassen und in ei-
nen aktiven Zustand überführt. Es wird vermutet, dass LTBP1 zusätzliche Schutzfunktio-
nen vor proteolytischem Abbau durch Matrix-Proteasen ausübt, während der Proteinkom-
plex mit der Zelloberfläche assoziiert ist (Flaumenhaft et al., 1993). 
 
Durch die Anwesenheit des MLL Proteins werden bei Wildtyp-Zellen, im Gegensatz zu 
den  knock-out Zellen, verstärkt Proteine exprimiert, die an der Bildung und/oder 
Aufrechterhaltung des Zytoskeletts verantwortlich sind. Dazu gehören Actin filament 
associated protein; Gap junction membrane channel protein α; Procollagen type V, 
αII; Procollagen type VI, αI und TGF-β induced protein (Beta ig-h3). TGF-β induced 
protein bindet Typ I, II und IV Kollagen und spielt als extrazelluläres Adhäsionsprotein 
eine wichtige Rolle bei Zell-Kollagen-Interaktionen. Es kann mit Mikrofibrillen und 
Zelloberflächen assoziiert sein. Für die Knochenbildung scheint Beta ig-h3 ebenfalls von 
Bedeutung zu sein und wurde zusätzlich durch DNA-Microchip-Hybridisierung in MLL
+/+ 












-/- Zellen wiesen eine stark erhöhte Expressionsrate an Fibronectin (FN) auf. 
Die subtraktive Klonierung führte zur Identifizierung von 5 Klonen, die den Vektor mit der 
Sequenz für dieses Glykoprotein trugen. FN wurde auf Zelloberflächen als Teil der extra-
zellulären Matrix und im gelösten Zustand im Zytoplasma gefunden. Dort interagiert es 
mit einer Vielzahl von Makromolekülen (Fibrin, Kollagen, Heparin, Integrine u.v.a.m.), 
die ebenfalls für die Aufrechterhaltung der extrazelluläreren Matrix (ECM), für das Kom-
plementsystem und für die Stabilität von Oberflächen-Rezeptoren bedeutsam sind (Hynes,  
1990, in „Fibronectins“, NY, Springer-Verlag). FN ist folglich in Wundheilungsprozesse, 
Embryogenese, Blutgerinnung und hauptsächlich in Zellmigration/-adhäsion involviert. 
Die Wichtigkeit Fibronectins während der Embryogenese konnte bereits nachgewiesen 
werden. Es spielt eine besonders bedeutende Rolle bei der mesodermalen Zellmigration in 
der Gastrulationsphase, der Migration präkardialer Zellen, bei der Zelladhäsion von Knor-
pel- und Knochenzellen, sowie bei der Neurogenese. Integrin α7 (Fibronectin-Rezeptor) 
wurde mittels DNA-Microchip-Hybridisierungen in MLL
-/- Zellen identifiziert, in denen es 
um den Faktor 4,6 hochreguliert vorlag. 
 
Bei dem als CASP bezeichneten Protein handelt es sich um ein alternatives Spleiss-
Produkt des evolutionär konservierten CDP Gens (CCAAT displacing protein). Dieses 
gehört zu den Homeobox-enthaltenden Transkriptionsrepressoren der Cux Familie. For-
schungsarbeiten an D. melanogaster haben mittels knock-out Experimenten gezeigt, dass 
Cut (CDP-Homolog) für die Lungen- und Haarfollikelentwicklung essentiell ist. Zusätzlich 
wurde seine Involvierung in die Prozesse der terminalen Differenzierung und Kontrolle der 
nuclear matrix attachment regions bestätigt (Ellis et al., 2001). Es wurde eine verstärkte 
Expression während der S-Phase detektiert, die zu der Vermutung führt, dass Cut eine 
wichtige Rolle in der Zellzyklus-Progression spielt und für DNA-Replikation essentiell ist 
(Martin-Soudant et al., 2000). Bei einer Vielzahl von Krebserkrankungen ist dieses Gen 
rearrangiert (Nepveu, 2001). 
 
Rho-GTPase activating protein reguliert u.a. die Organisation von Aktinfilamenten, 
die sich durch den Einfluss der Rho-GTPase in Form von Lamellipodien/“ruffles“ formie-
ren. 




Thrombospondin-1 (THBS-1), ein hochmolekulares Glykoprotein, ist ein Hauptbe-
standteil der extrazellulären Matrix von Endothel- und Tumorzellen. THBS-1 wird in ma-
lignen Geweben stark überexprimiert und ist in hohen Konzentrationen im Plasma von 
Krebspatienten nachweisbar. Zusätzlich fördert es Adhäsion und Invasion von metastasie-
renden Zellen (Qian and Tuszynski, 1996).  
 
 














Spot 1: Hsp 70  
  Spot 2: Hsp 70  
  Spot 3: Hsp 84  
  Spot 4: CASP (cux) 
  Spot 5: Cysteinyltransferase  
              Spot 6: OH-steroiddehydrogenase 
  Spot 7: nicht identifiziert 





Abb. 3.14: Ergebnisse der Dot-Blot Hybridisierung 
Die Pfeile markieren Spots mit unterschiedlicher Signalstärke. Die Filter der ersten Spalte wurden 
mit radioaktiv markierter cDNA der Wildtyp-Zellen und die in der zweiten Spalte mit markierter 
cDNA der knock-out Zellen hybridisiert. Die oberen kleinen Filter repräsentieren Transkripte, die 
ausschliesslich in den MLL
+/+ Zellen exprimiert werden. Auf die unteren Arrays wurden cDNAs 
der differentiell exprimierten Transkripte der MLL
-/- Zellen aufgespottet. Die Positivkontrolle K 
sollte ausschliesslich auf den Filtern, hybridisiert mit der cDNA MLL




























































Zur Verifizierung der identifizierten Targetgene wurden Dot-Blot Experimente durch-
geführt. Als vorteilhaft erweist sich im Gegensatz zur Kolonie-Hybridisierung, dass bei der 
Dot-Blot Methode ausschliesslich DNA und kein Bakterienlysat auf der Nylon-Membran 
vorhanden ist. Insofern sollten unspezifische Bindungen und folglich Hintergrund-Signale 
weiterhin unterbunden werden. Die Durchführung ist zudem wesentlich zeitsparender als 
Northern- oder Southern-Blots, da der Gelelektrophoreseschritt entfällt. Ein Vorteil dieser 
Methode besteht in der Begrenzung der aufgetragenen Proben auf streng definierte Berei-
che der Membran, die einen besseren Vergleich der Intensitäten von Hybridisierungssigna-
len ermöglicht. Auch bei dieser Hybridisierungsmethode wurden ausschliesslich radioaktiv 
markierte cDNA Sonden eingesetzt, die eine vergleichbare Intensität aufwiesen. Die zwei 
identischen Filter wurden entweder mit der radioaktiven MLL
+/+ cDNA oder MLL
-/- cDNA 
hybridisiert. Anhand der Resultate, dargestellt in Abb. 3.14, wird ersichtlich, dass die Er-
gebnisse in keinster Weise den Erwartungen entsprachen. Optimalerweise hätten aus-
schliesslich Signale auf dem oberen linken und unteren rechten Filter detektiert werden 
sollen. Bei vereinzelten Spots gab es Intensitätsunterschiede. Mehrere Wiederholungen der 
Hybridisierungsexperimente erbrachten kein eindeutig auswertbares Ergebnis. 
 
Eine hervorzuhebende Besonderheit zeigte sich in der Kontrolle. Es wurde ein PCR-
Produkt von Exon 28-33 des Mll Gens aufgespottet, das bei der Hybridisierung mit der 
MLL
+/+ Sonde als Positivkontrolle und mit der MLL
-/- Sonde als Negativkontrolle dienen 
sollte. Bei der Herstellung der MLL
-/- Zellen wurde in das Mll Gen eine Kassette insertiert, 
die die Transkription in Exon 4 terminieren sollte. Demnach dürfte in den MLL
-/- Zellen 
kein Transkript aus dem hinteren Bereich des Gens existieren. Erstaunlicherweise ergab 
die Hybridisierung mit markierter cDNA der MLL
-/- Zellen ebenfalls ein Signal, dessen 
Intensität die der eigentlichen Positvkontrolle z.T. weit übertraf. Vermutungen, es könnte 
sich um eine Verwechselung der Sonden handeln, wurden durch weitere PCR-Analysen 
der cDNA Sonden widerlegt. Der Test auf gegenseitige Kontamination beider Zelllinien 
fiel ebenfalls negativ aus (s. Abb. 3.15). Dieses Phänomen, das zugleich die Ergebnisse der 










3.2.4  DNA-Microchip-Arrays 
 
Aufgrund der Ergebnisse dieser subtraktiven Klonierungsstrategie wurden DNA-
Microchip-Hybridisierungen durchgeführt, die ebenfalls zu einer Charakterisierung der 
Transkriptome beider Zelllinien führen sollte.  
Bevor jedoch die erste DNA-Microchip-Hybridisierung durchgeführt wurde, wurden die 
Ausgangszelllinien MLL
+/+ und MLL
-/- erneut auf ihren Phänotyp und Mll Expression ge-
testet. Die Ergebnisse der RT-PCR und PCR-Reaktionen an gDNA sind in Abb. 3.15 zu-
sammengefasst. Die Integrität der RNA wurde auf einem denaturierenden  Agarosegel   





Abb. 3.15: Integrität und Expression von Mll Wildtyp und knock-out Allelen  
A: Schema des Mll Gens Exon 1-11. Durch Insertion des LacZ Gens in Exon 4 entstand die Mll 
knock-out Zelllinie. Eine Serie von Oligonukleotiden (1-10) wird durch Dreiecke dargestellt. B: 
genomische und RT-PCR Analysen. Linkes Bild: PCR an genomischer DNA von Wildtyp und 
knock-out Zellen; rechtes Bild: RT-PCR Analysen. Die Bande in Spur d weist die insertierte LacZ-
Kassette nach, während die Bande in Spur f die endogene Mll Expression von Exon 5-10 zeigt und 
für MLL
+/+ Zellen spezifisch ist. Spalte a: Primer 2/4 (689 bp), b: 2/9 (1060 bp), c: 1/3 (837 bp), d: 
8/9 (550 bp), e: 10/5, f: 6/7 (833 bp), P: GAPDH•3/•5 (432 bp), N: Wasserkontrolle, M: Marker, 
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Als Ausgangsmaterial für die DNA-Microchip-Hybridisierung dienten RNA Fraktionen 
der Zelllinien MLL
+/+ und MLL
-/- (Experiment 1). Zur Sicherstellung eines normalisierten 
Genexpressionsprofils wurden je drei unabhängige RNA Präparationen verschiedener 
Zeitpunkte zur einer Fraktion vereinigt. Nach 6 Monaten wurde das Experiment mit ge-
poolter RNA aus Leervektor-transfizierten MLL
+/+ und MLL
-/- Zellen wiederholt (Experi-
ment 2). Der Leervektor pBC230A liegt nach Transfektion, aufgrund der EBNA-1 Se-
quenz, episomal vor und sollte theoretisch keinen Einfluss auf das Transkriptionsmuster 
nehmen. Nach dem „standard-one-round amplification protocol“ (s. Kapitel 2.5) wurde 
die RNA in biotinylierte antisense-RNA umgeschrieben und mit den murinen DNA-
Microchips MG_U74Av2 (Fa. Affymetrix), die ca. 12.000 Gene enthalten, hybridisiert. Die 
nachfolgenden Daten beruhen auf den Ergebnissen des ersten Hybridisierungsschritts, d.h. 
nachdem die biotinylierte cRNA zum ersten Mal mit Streptavidin-markiertem Phyco-
erythrin versetzt und vermessen wurde.  
 
Für die Hybridisierung mit MLL
+/+ und MLL
-/- cDNA wurde je ein DNA-Microchip 
verwendet. Aufgrund der Methodik können ausschliesslich Gene identifiziert werden, die 
ein ausreichendes Fluoreszenz-Signal ausstrahlen. D.h., es besteht nur die Möglichkeit, 
transkribierte Gene zu detektieren. Die erhaltenen Datensätze von MLL
+/+ und MLL
-/- Zel-
len wurden anschliessend miteinander verglichen und Differenzen aus den Signalintensitä-
ten gebildet. Gene, die differentiell in MLL
+/+ Zellen vorkommen (stärker, oder aus-
schliesslich in dieser Zelllinie exprimiert werden), werden bezüglich der knock-out Zellen 
als hochreguliert bezeichnet. Für MLL
-/- gilt das gleiche vice versa. 
 
Die DNA-Microchip-Hybridisierungen wurden von Dr. L. Klein-Hitpass, Universitäts-
klinikum Essen, durchgeführt. Zur Datenanalyse wurden diejenigen Gene herangezogen, 
die sowohl im ersten als auch im zweiten Experiment differentiell exprimiert vorlagen. 
Aus dem signal log2 ratio der Gene beider Experimente wurden Mittelwerte errechnet, die 
für das ranking (s. Tab. 3.16 und 3.17) ausschlaggebend waren. Nach dem Anlegen höch-
ster Signifikanz-Kriterien (increase/decrease (A), signal log2 ratio > 1,32 oder < -1,32 (B) 
und P-value > 0,999 oder < 0.001 (C)) wurden 197 differentiell transkribierte Gene identi-
fiziert. Davon wurden 136 Gene in MLL
-/- Zellen und 61 Targetgene im Mll Wildtyp-
Zellen hochreguliert. Eine Liste der 197 Gene befindet sich im Anhang. 
 
 




3.2.4.1  Scatter-Blots 
 
Die Ergebnisse der DNA-Microchip-Hybridisierungen sind in Scatter-Blots graphisch 
dargestellt (Abb. 3.16). In Abb. A sind auf der Ordinate die Signalstärken aus der Hybridi-
sierung mit Phycoerythrin-markierter antisense-RNA der MLL
-/- Zellen und auf der Abs-
zisse die der MLL
+/+ Zellen aufgetragen. In Abb. B handelt es sich um die markierten Pro-
ben der Leervektor-transfizierten Wildtyp- und knock-out Zelllinien. Die einzelnen farbi-
gen Punkte stellen je ein detektiertes Gen der Chips MG_U74Av2 dar. Die diagonal ange-









Die grün markierten Punkte stehen für überexprimierte Gene der knock-out Zellen, die schwarzen 
für überexprimierte Gene der Wildtyp-Zellen. Die Expressionsstärken zahlreicher Gene zeigen er-
hebliche Unterschiede.  
 
 
Der Pearson-Korrelationskoeffizient, der aus den signal log2 ratios berechnet wurde, 
beträgt für den Vergleich der MLL
+/+ und MLL
-/- Expressionsstärken aller Gene r = 0,8859 
und für den Expressionsvergleich der leervektortransfizierten MLL
+/+ und MLL
-/- Zellen 
r = 0,8853. Hierbei handelt es sich um einen relativ kleinen Wert, was bedeutet, dass sich 
die Genexpressionsmuster beider Zelllinien signifikant unterscheiden. Dies wird besonders 
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gressionsgerade, die mittig zwischen den beiden 2,5-fachen Begrenzungslinien liegt, deut-
lich. 
 
Die gelb markierten, und die anderen im Bereich unter Signalstärke 200 liegenden Ge-
ne, wurden von der Analyse ausgeschlossen. Entsprechende Transkripte waren entweder in 
beiden Analysen nicht oder nur marginal vorhanden. Es besteht ebenfalls die Möglichkeit, 
dass sich beide Transkripte in ihrer Expressionsstärke erheblich (durch einen hohen signal 
log2 ratio Wert) unterscheiden, sich die Intensität jedoch zu nah am Rausch-Signal (Be-
reich < 200) befindet. In diesem Fall ist keine gesicherte Aussage über Fluoreszenzintensi-
täten möglich. Die als rote Spots dargestellten Gene waren in beiden Transkriptomen vor-
handen, unterschieden sich jedoch zum größten Teil kaum in ihrer Expressionsstärke. Die 
meisten dieser Gene wurden bis maximal um den 2,5-fachen Wert differentiell exprimiert. 
Dieser Wert wurde von uns als unterste Signifikanzgrenze definiert. 
Von großer Bedeutung sind die Gene, die grün und schwarz markiert sind. Die grün 
markierten wurden ausschliesslich in den knock-out Zellen, und die schwarz markierten in 
den Wildtyp-Zellen exprimiert. Wenn man z.B. die grün markierten Gene betrachtet, lie-
gen sie auf der Abszisse in einem Bereich < 200, d.h., dass das Signal durch Hybridisie-
rung mit MLL
+/+ antisense-RNA im Bereich des Hintergrund-Rauschens liegt und das Gen 
somit als nicht vorhanden definiert werden kann. Je weiter sie von der Regressionsgerade 
entfernt liegen, umso höher ist ihr signal log2 ratio Wert.  
Aus dieser Graphik ist nun abzuleiten, dass ca. 60 Gene (grün) in MLL
-/- Zellen und ca. 
35 Gene (schwarz) in MLL
+/+ Zellen exklusiv exprimiert werden.  
Diese Art der Darstellung ermöglicht einen schnellen Überblick über Expressionsunter-





Neben der Scatter-Blot Darstellung gibt es eine weitere Möglichkeit, Ergebnisse einer 
DNA-Microchip-Hybridisierung graphisch zu präsentieren. Die Auswertung erfolgt mittels 
Verarbeitung der Hybridisierungsrohdaten durch die Software GeneSpring
® (Fa. Silicon-
Genetics). Dabei wird jedes einzelne der 12.000 Gene als Gerade dargestellt. Die Steigung 
und Farbe der Geraden ist ein Mass für die Stärke der Über- oder Unterexpression. Die 
unter der Abbildung gezeigte Farbskala bezieht sich auf die Expression der Wildtyp-
Zellen. Demnach werden alle in den MLL




unterexprimierten als blaue und die nicht beeinflussten Gene als gelbe Linien dargestellt. 
Auf der Ordinate sind die Signalstärken als Exponentialfunktion, auf der Abszisse sind die 
beiden untersuchten Zelllinien dargestellt.  
Die gezeigten Gene wurden einer Normierung unterzogen. D.h., es wurden software-
spezifische mathematische Berechnungen (Statistikberechnungen, Algorithmen, u.ä.) 
durchgeführt, die sich positiv auf die Signifikanz auswirken. 
 






® Auswertung des Expressionsmuster-Vergleichs von MLL
+/+ und MLL
-/- Zellen 
Auf der linken Seite werden die Signalstärken (log2) der Wildtyp und auf der rechten Seite die der 





Die Graphik zeigt deutlich, dass es zahlreiche rote und blaue Geraden gibt, die durch ih-
re extreme Steigung im „Gesamtpool“ auffallen. Eine Identifikation dieser Gene ist mittels 
der Darstellung nicht möglich. Das Resultat stimmt mit den erhaltenen Hybridisierungs-




In der folgenden Abbildung sind die Resultate beider DNA-Microchip-Hybridisierun-
gen als heatmap graphisch dargestellt. Die jeweils linke Spalte repräsentiert das Ergebnis 
aus dem Expressionsvergleich MLL
+/+ vs. MLL
-/-, die rechte MLL
+/+::BC230A vs. MLL
-/-
::BC230A. Anhand der Farbintensitäten ist ersichtlich, dass die Resultate des ersten Expe-
rimentes verifiziert werden konnten und sich die Expressionsstärken der einzelnen Gene 
nur marginal unterscheiden. Dargestellt sind jeweils die 40 Gene, die entweder durch die 
Abwesenheit des MLL Proteins am stärksten (um den Faktor 2,5 oder höher) hochreguliert 





Abb. 3.18: Heatmaps der Genexpressionsprofile von MLL
+/+ und MLL
-/- Zellen 
Die Top 40 exprimierten Gene beider Zelllinien aus dem 1. und 2. Hybridisierungsexperiment 
werden in heatmaps dargestellt. Die mit der roten Skala versehenen Gene werden in MLL
-/- Zellen, 
die mit der günen Skala in MLL
+/+ Zellen hochreguliert. Gen-Accession-Codes und Genbezeich-
nungen identifizieren die entsprechenden Kästchen. Der Farbcode repräsentiert 8 log2 Schritte. 
 
 





AAC #  Zielgene (hochreguliert in MLL
+/+ Zellen)  sig log2 ratios 
______________________________________________________________________ 
 
X16009  Mitogen regulated protein/proliferin (Mrp/plf3 gene)   9,23  6,61 
NM_008597 Matrix  γ-carboxyglutamate protein (MGP)  6,34  6,56 
L32838 IL-1R  antagonist  9,10  3,26 
NP_056559  Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 (Enpp2)  8,85  2,53 
AF064749 Collagen  type  VI  α3 (Col6A3)  5,92  4,99 
K03235 Proliferin  4,89  6,01 
NW_000027  Dimerization cofactor of HNF -1α (DCoH)  7,22  3,43 
L00653  Mast cell protease 7 (mcp7)  5,81  4,70 
AF045887 Angiotensinogen  4,83  5,58 
AF045801 Gremlin  5,45  4,43 
AA673487 EST  cDNA  6,87 2,75 
U70132  Paired-like homeodomain transcription factor 2/RIEG/ARP1/Ptx2  5,25  4,23 
AB008174 HNF-1β 4,00  4,78 
AW214136 EST  cDNA  5,45 2,70 
L06047 Glutathion-S-transferase  α1 3,03  5,04 
L19932  TGF-beta induced Beta ig-h3 , 68 kDa  4,62  3,31 
Z18272 Procollagen,  type  VI,  α2 2,83  4,37 
AF081789 Surface  antigen AA4  4,40  2,62 
NM_011844  Monoglyceride lipase (Mgll)  3,75  2,79 
X14432 Thrombomodulin  (Thbd)  4,62  1,79 
L07918  GDP diss. inhibitor, preferentially expr. in hematopoietic cells  4,45  1,95 
U09968 p27  kip1  3,63  2,76 
X66405 Procollagen,  type  VI,  α1 2,59  3,35 
AI843571 EST  cDNA  3,10  2,37 
AF057156  Small proline-rich protein 1A (Sprr1a)  3,13  2,32 
U06119 Cathepsin  H  2,53  2,81 
X74040 Mesenchyme  forkhead-1  3,44  1,66 
L07803 Thrombospondin  2  3,13  1,95 
AB009377  CAD (DNA fragmentation factor)  2,95  2,09 
L12367  Adenylyl cyclase-associated protein (CAP)  3,67  1,34 
U36384  Twist-related bHLH protein Dermo-1  2,36  2,60 
X07439  Homeo box Hox 3.1  3,40  1,47 
U49513  Small inducible Zytokine A9  2,21  2,60 
X65128  Growth arrest specific 1; GAS1  1,62  3,05 
X97227  Cell surface glycoprotein CD53  2,66  1,66 
AW122653 Mevalonate  kinase  1,37 2,78 
U51335 GATA-6  1,93  2,17 
NM_030704  Cryac heat shock protein 20-like protein  2,23  1,61 
U15159  LIM-domain containing, protein kinase (LIMK)  1,64  1,88 
U07159  Acetyl coenzyme A dehydrogenase  1,55  1,39 
______________________________________________________________________ 
 
Abb. 3.19: Genexpressionsmuster der Mll Wildtyp-Zellen 
Zusammenfassung der Top 40 Gene, die durch das MLL Protein aktiviert werden, incl. Gen-
Accession-Code, Genbezeichnung und signal log2 ratios beider Experimente.  





AAC #  Zielgene (hochreguliert in MLL
-/- Zellen)                       sig log2 ratios 
______________________________________________________________________ 
 
AI854029  p53 apoptosis effector related to Pmp22 (PERP)  8.57  9,11 
X13297  vascular Smooth muscle α-actin (vSMA)  7,86  7,97 
S69293  CD34 stem cell antigen  7,49  6,22 
U36760  HNF-3/forkhead homolog, Brain factor 1(BF-1)  6,45  7,21 
X70296  Serine protease inhibitor 4 (PN-1)  6,32  7,31 
U41739  RBP associated molecule RAM14-1  6,68  6,18 
D26483 PE31/TALLA-1(A15)  4,92  7,87 
AW061260  Nestin (neuronal stem cell protein)  6,33  6,01 
AI840130  Adaptor molecule SRCASM (Src activating signaling molecule)  5,62  5,33 
AF100171  Myelodysplasia/Myeloid leukemia factor 1 (Mlf1)  3,83  6,94 
AI153421  Erythroid differentiation regulator  2,73  7,18 
D76440 Necdin  5,32  4,54 
X56304 Tenascin  C  3,47  6,29 
Y13185 Stromelysin-2  (MMP10)  4,75  4,67 
AF061260  Nectin-like protein 2  4,49  4,45 
M31418  Interferon activated gene 202  6,09  2,83 
AF038939 Peg-3  zinc  finger  4,38  4,29 
L47600  Cardiac Troponin T (subtype A3b)  4,95  3,48 
AB021966  Adhesion protein RA175C  4,23  4,15 
AF297645 Stromelysin-3  (MMP11)  5,20  3,06 
AI839950  Four and a half LIM domain 1 (Fhl1)  4,17  4,08 
M83649 Fas  antigen  4,74  3,37 
U74683 Cathepsin  C  3,24  4,65 
X56561  Homeo box Hox D8  3,29  4,47 
AF004428  Tumor protein D52-like 1  3,86  3,60 
X59252  Homeo box msh-like 2 (hox 8.1)  3,07  4,02 
AJ242663  Cathepsin Z precursor (ctsZ gene)  3,81  3,27 
X53929 Decorin  4,64  2,28 
AI839175 Serum  deprivation  response  3,90 3,00 
U09816  GM2 activator protein (Gm2a)  3,79  2,73 
D83745 ANA  2,79  3,58 
V00727  FBJ osteosarcoma oncogene  3,71  2,34 
U38967 Prothymosin  β4 3,21  2,83 
U43319 Frizzled  homolog  6  3,47  2,09 
AW120986  Suppressor of mif two 3 (SMT3); SUMO  2,58  2,96 
M22115  Homeo box Hox A1  2,96  2,03 
X83577 Glypican  4  2,21  2,23 
M31419  Interferon activated gene 204  2,42  1,42 
AA763466 Collagen  type  I,  α1 2,71  1,53 
D78382 TOB  1,74  2,20 
______________________________________________________________________ 
 
Abb. 3.20: Genexpressionsmuster der Mll knock-out Zellen 
Zusammenfassung der Top 40 Gene, die durch das MLL Protein reprimiert werden, incl. Gen-
Accession-Code, Genbezeichnung und signal log2 ratios beider Experimente. 
 




3.2.4.3  Differenzielle Genexpression der Wildtyp-Zellen 
 
Die am höchsten in den MLL
+/+ Zellen überexprimierten Gene kodieren für Mrp/plf3 
Proliferin, Matrix γ-carboxyglutamate protein (MGP), IL-1R antagonist, Ectonucleotide 
pyrophosphatase, Collagen type VI α3, Dimerization cofactor of hepatocyte nuclear factor 
1α (DCoH), Mast cell protease 7 (mcp7) und Angiotensinogen.    
 
Proliferin  gehört der Prolactin-/Wachstumshormon-Familie an und fungiert u.a. als 
Wachstumsfaktor und proangiogenetisches Placentahormon. Es wird natürlicherweise 
während Wundheilungsprozessen und im Haarfollikel-Zyklus exprimiert. Kürzlich wurde 
von Toft et al. gezeigt, dass Proliferin im Endstadium von Fibrosarkomen überexprimiert 
vorlag. Dies weist möglicherweise darauf hin, dass Proliferin eine potentielle Rolle als 
angiogenetisches Hormon für transformierte Tumorzellen spielt (Toft et al., 2001).  
 
Matrix  γ-carboxyglutamate protein ( MGP) wurde identifiziert als Schlüssel-
regulator-Molekül bei osteoblastischen Knochenmineralisierungsprozessen nach PTH-
vermittelter Inhibition (Gopalakrishnan et al., 2001). Eine MGP-Überexpression während 
der Entwicklung hat eine Inhibition von Knochenmineralisierung und eine verzögerte 
Knorpelentwicklung zur Folge. Es scheint ein regulatorisches Schlüssenenzym bei der 
Knochen- und Knorpelmineralisation zu sein. Zusätzlich wird MGP in vaskulärer, glatter 
Muskulatur konstitutiv exprimiert und wirkt dort vaskulärer Calcifizierung entgegen 
(Yagami et al., 1999). 
 
Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist (IL-1 Ra) ist ein kompetitiver Inhibitor von IL-1 
in Bezug auf die Bindung an den IL-Rezeptor (IL-R). IL-1 Ra ist ein stark wirksamer anti-
inflammatorischer Faktor, der Entzündungsprozessen, einem septischen Schock und häma-
topoietischen Defekten entgegen wirkt (Irikura et al., 2002). Mäuse, denen das IL-1R anta-
gonist Gen fehlt, zeigen abnormale Entwicklung und Hämostase, sowie eine veränderte 
Immunantwort auf inflammatorische Stimuli. Er spielt während der Entwicklung eine 
wichtige Rolle für die Embryoimplantation und andere Vorgänge (z.B. Blastomer-
Teilungsvorgänge) während der Embryogenese (Spandorfer et al., 2000). 
 
Ectonucleotide pyrophosphatase (Enpp2) gehört zu einer Familie von membrange-




Somit greift Enpp2 in Entzündungsprozesse, Apoptose-Mechanismen, Zellmotilität und 
Signalkaskaden ein. Es ist ebenfalls bekannt als Marker von aktivierten basophilen Granu-
lozyten (CD203a) nach allergischer Induktion und kann durch TGF-β transkriptionell akti-
viert werden (Bollen et al., 2000).  
 
Collagen type VI α3 (COL6A3) ist ein elementarer Bestandteil der extrazellulären 
Matrix (ECM) und zeigt spezifische Interaktionen mit anderen Matrixproteinen, wie z.B. 
Decorin, Hyaluronan, Heparansulfat und dem Proteoglykan NG-2 (Burg et al., 1996). Er-
wähnenswert ist, dass das Oberflächenprotein NG-2 in Patienten mit MLL Translokationen 
identifiziert wurde (Armstrong et al., 2002). COL6A3 spielt eine Rolle während der späten 
Phase der Neuralrohr-Entwicklung, indem es die Migration der Neuronen fördert. TGF-β 
führt hier ebenfalls zu einer erhöhten Transkriptionsrate (Perris et al., 1993).  
 
Der Dimerization cofactor of hepatocyte nuclear factor 1α, das bifunktionelle Pro-
tein  DcoH, stabilisiert HNF-1α-Dimere und verstärkt ihre transkriptionelle Aktivität 
(Mendel et al., 1991). Daneben agiert es als Pterin-4-α-carbinolamindehydratase und trägt 
zur Regeneration des Co-Faktors Tetrahydrobiopterin bei. HNF-1α (TCF-1) wurde in he-
patischen Adenomen im homozygot inaktiven Zustand vorgefunden (Bluteau et al., 2002) 
und hat eine bedeutende Funktion als nukleäres Target der Wnt/β-Catenin-Signalkaskade. 
Die korrekte murine Entwicklung (Extremitätenausknospung, Lungenformation, Nephro-
genese und Thymusentwicklung) ist stark Wnt- und HNF-1α-abhängig. Erwähnenswert ist 
zusätzlich, dass ebenfalls HNF-1β (TCF-2) in den Mll Wildtyp-Zellen differentiell höher 
exprimiert vorlag. 
 
Neben den bisher genannten überexprimierten Faktoren wurden in MLL
+/+ Zellen weite-
re identifiziert, die als spezifische Transkriptionsfaktoren agieren und hauptsächlich in 
ekto- und mesodermale Entwicklung während der Organogenese involviert sind. Dazu 
gehört z.B.  das Mesenchyme forkhead-1 ( MFH-1) Protein (winged helix/forkhead-
Transkriptionsfaktor), das als positiver Transaktivator fungiert und mit der HNF-3 Binde-
domäne interagiert. MFH-1 wird temporär während der Embryonalentwicklung exprimiert. 
Zuerst wird es im nicht-notochordalen Mesoderm, dann in der zukünftigen Hirnregion des 
Neuralrohrs und anschliessend im mesodermalen Gewebe der prechordalen Region expri-
miert. BMP-2 (bone morphogenetic protein-2) induziert die MFH-1 Expression in sich 




normale Entwicklung des Skeletts und die Bildung des Aortenbogens in Mäusen. MFH-1 
knock-out Mäuse sterben embryonal oder perinatal und weisen erhebliche Skelettverände-
rungen, vaskuläre und neuronale Defekte auf (Iida et al., 1997).  
 
Twist-related bHLH protein Dermo-1 ist ein multifunktionaler helix-loop-helix 
Transkriptionsfaktor, der an E-Box Konsensus-Sequenzen (CANNTG) bindet und 
Gentranskription und Apoptose auf potente Weise negativ reguliert. Dermo-1 ist das Ho-
molog zu Twist (D. melanogaster) und wird in einer ganzen Reihe von meso- und ekto-
dermal abgeleiteten Geweben exprimiert. Dermo-1 reprimiert dosisabhängig den aktivie-
renden Transkriptionseffekt des Heterodimers MyoD/MEF-2 (myocyte enhancer factor 2), 
indem es direkt an MEF-2 bindet. Es wird vermutet, dass die im Dermo-1 Protein vorhan-
dene HDAC-Aktivität für bestimmte repressorische Funktionen verantwortlich ist. Der-
mo-1 ist für die Aufrechterhaltung von unreifen osteoblastische Vorläuferzellen verant-
wortlich und inhibiert dadurch Osteoblasten-Differenzierung (Gong and Li, 2002). 
 
Verschiedene transkriptionell aktivierte Hox Gene wurden ebenfalls in MLL
+/+ Zellen 
identifiziert. Die Homeobox Gene hox a7, hox b9, hox c9, hox 3.1 (hox c8), iroquois 3 
und der paired-like homeodomain transcription factor 2 (RIEG, Ptx2, ARP1) werden um 
den Faktor 14.8, 5.4, 9.0, 5.4, 3.9 und 26.7 in MLL
+/+ Zellen überexprimiert. Interessan-
terweise wurden die Gene hox a7, hox c8, hox c9, iroquois-3 und ARP1 bereits als MLL 
Targetgene identifiziert (Arakawa et al., 1998; Netter et al., 1998; Yu et al., 1998). Hox b9 
Expression ist mit myeloischen und erythropoietischen Differenzierungsprozessen korre-
liert, während eine hox c8 Expression hauptsächlich während der Neuronalentwicklung 
detektiert wurde. Ein homozygoter hox c9 knock-out führt zu Skelettanormalien u.a. mit 
einem zusätzlichen Rippenpaar (Le Mouellic et al., 1992). Das Homeobox Protein Iro-
quois-3 spielt in Vertebraten eine essentielle Rolle bei der Spezifikation des Neuroekto-
derms und ist zusammen mit weiteren Transkriptionsfaktoren für die Ausbildung der ante-
rioren/posterioren bzw. der dorso/lateralen Achsenausbildung notwendig (Cavodeassi et 
al., 2001). Das ARP1 Gen wird in Knochenmarkszellen hoch exprimiert, ist jedoch völlig 
abwesend in leukämischen Blasten, die eine MLL Translokation tragen. Es ist in Hirnent-
wicklungsprozesse (Diencephalon, Mesencephalon und Rhombencephalon), sowie in Au-
genentwicklung involviert. Mutationen führen zu Erkrankungen wie z.B. dem Rieger Syn-




Eine Anzahl von Genen, die für sezernierbare Proteine kodieren, wurden in MLL
+/+ Zel-
len überexprimiert vorgefunden. Gremlin ist ein Mitglied der Dan Genfamilie von BMP-
Antagonisten, die eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung spielen. Gremlin kann 
an BMP2, BMP4 und BMP7 binden und verhindert ihre Interaktion mit spezifischen Re-
zeptoren. Diese Inhibition beeinflusst mesodermale Entwicklung, Extremitätenwachstum 
und Lungenausbildung (Capdevila et al., 1999). Gremlin wird in transformierten Zellen, 
wie auch in den MLL
-/- Zellen, herunterreguliert, während eine Überexpression in Tumor-
zelllinien einen suppressiven Effekt durch die Induktion des p21 Proteins zur Folge hat. 
 
Beta ig-h3 wird von einer ganzen Reihe verschiedener Zellen nach TGF-β Behandlung 
sezerniert (Skonier et al., 1992) und wurde ebenfalls durch die Methode der subtraktiven 
Klonierung in MLL
+/+ Zellen identifiziert. Humane Fibroblasten sezernieren Beta ig-h3 in 
die extrazelluläre Matrix, wo es an Fibronectin (FN) und Kollagen, Typ1 (Col I) bindet. Es 
ist zusätzlich für die Ausbreitung von Chondrozyten und Fibroblasten (über Integrin α1β1) 
verantwortlich. Es ist ebenfalls in die Ausbildung von Blutgefässen während der Angioge-
nese involviert; eine weitere Rolle spielt es während der Embryonalentwicklung,  bei der 
Wundheilung und beim Tumorwachstum. In transformierten Zellen wird die Transkription 
des beta ig-h3 Gens normalerweise herunterreguliert. 
 
Der GDP-dissociation inhibitor (D4) ist homolog zu RhoGDI. Beide Faktoren zeigen 
GDI-Aktivität bei den Ras-verwandten GTPasen der Rho-Familie (CDC42Hs, rho und rac 
I Proteine). Während der murinen Embryogenese konnten Transkripte des GDP-
dissociation inhibitors (D4) in Dottersack-Zellen nachgewiesen werden, wo die ersten hä-
matopoietischen Vorläuferzellen gebildet werden. Wenn diese proliferieren und ausdiffe-
renzieren, wird eine dramatische Expressionserhöhung detektiert. Mit Hilfe von in vitro 
Experimenten konnte gezeigt werden, dass bei Differenzierung totipotenter Zellen in hä-
matopoietische Zellen, die Transkription des GDP-dissociation inhibitor (D4) Gens zu 
Beginn der Hämatopoiese hochreguliert und während weiterer Entwicklungsstufen in sei-
ner Stärke moduliert wird (Lelias et al., 1993). 
 
Sprr1 Genüberexpression wurde in verletzten Neuronen detektiert, in denen es um den 
60-fachen Wert hochreguliert vorlag. Überexprimiertes Sprr1 Protein kolokalisiert mit F-
Aktin und ist essentiell für eine erfolgreiche Regeneration beschädigter Neuronen, indem 




Growth arrest specific 1 (GAS-1) wurde in Mll Wildtyp-Zellen identifiziert. Dieses 
Protein ist als Tumorsuppressor bekannt und inhibiert Wachstumstransformation durch 
Zellzyklus-Blockade im G0/G1- und/oder S-Stadium. Dieser p53-abhängige Mechanismus 
konnte in p53-mutierten Zellen oder MDM-2 überexprimierenden Zellen nicht detektiert 
werden. GAS-1 wird während Entwicklungsprozessen in definierten räumlich-termporären 
Expressionsmustern exprimiert. Seine Expression wurde in 8,5-14,5 Tage alten Embryos 
nachgewiesen, wobei die Stärke in den verschiedenen Organen variierte (Gehirn, Herz, 
Nieren, Extremitäten, Lunge und Gonaden; Lee et al., 2001).  
 
Das Oberflächenprotein CD53 ist ein Indikator für die Anwesenheit des Transkriptions-
faktors Pu.1 (ets Genfamilie), dessen cDNA zur Überprüfung seines Expressionsstatus 
leider nicht auf den verwendeten murinen DNA-Microchips vorhanden war. CD53 wurde 
als Pu.1 Targetgen identifiziert, indem Pu.1 knock-out Mäuse mit einem Pu.1 exprimieren-
den Retrovirus transduziert wurden (Henkel et al., 2002). Spezifische myeloische Gene, 
die für CD11a (n.p. = nicht präsent auf dem Chip), CD18 (n.p.), c-fes (1,6 fach überexpri-
miert), sowie die für B-Zell-spezifische Gene kodieren (Btk (n.p.), CD27 (n.p.) und vav-1 
(1,8 fach überexprimiert)) sind Zielgene des Pu.1 Proteins. Pu.1 wird schon früh in mye-
loischen und lymphatischen Vorläuferzellen exprimiert. Heterozygote Pu.1 Mäuse zeigten 
Reifungsdefekte in allen hämatopoietischen Zelllinien, was für die notwendige Anwesen-
heit von Pu.1 zur Entwicklung funktionsfähiger myeloischer und lymphatischer Linien 
spricht. Erste Mutationen des Pu.1 Gens konnten in AML-Patienten bereits nachgewiesen 
werden (Lamandin et al., 2002). 
 
Das GATA-6 Protein wird schon in den ersten Endoderm-Strukturen, sowie in meso- 
und endodermal abgeleiteten Geweben (Herz, Leber, Lunge, Gonaden und Intestinaltrakt) 
exprimiert. Dort spielt es zusammen mit den Faktoren GATA-4 und GATA-5 eine bedeu-
tende Rolle bei der Regulation gewebespezifischer Genexpression (Morrisey et al., 1996). 
Ein homozygoter GATA-6 knock-out führt zur embryonalen Letalität (Tag 5,5-7,5 p.c.), 
wobei der Embryo schwere Defekte im Bereich des viszeralen Endoderms aufweist 
(Koutsourakis et al., 1999; Morrisey et al., 1998). GATA-6 hat ebenfalls Bedeutung bei der 
Wachstumsregulation von vaskulären glatten Muskelzellen aufgrund mitotischer oder me-
chanischer Stimuli. 
 




Die LIM-domain containing protein kinase (LIMK) spielt eine signifikante Rolle in 
der Hirnentwicklung, der Synapsenformation und fungiert zusätzlich als Organisator von 
Aktin-Filamenten. Dabei kann LIMK die Cofilin-induzierte Aktin-Depolymerisation rever-
tieren (Yang et al., 1998). Eine abnormale Expression ist mit dem Auftreten des Williams 
Syndrom korreliert (Meng et al., 2002). Zwischen Tag 7,5 und 8,5 p.c. wird LIMK in drei 
breiten Domänen des Embryos exprimiert. Dazu gehören Neuroektoderm (vordere und 
mittlere Hirnregion), kardiales Mesoderm und die endodermale Region des Gastrointesti-
nal-Traktes. Bei Erwachsenen konnte LIMK hauptsächlich in bestimmten Hirnregionen 
detektiert werden. 
 
3.2.4.4  Differentielle Genexpression der Mll knock-out Zellen  
 
Im Folgenden soll nun kurz auf die bisher bekannten Funktionen und physiologischen 
Eigenschaften der interessantesten Transkripte eingegangen werden. 
 
Die am stärksten durch die Abwesenheit des MLL Proteins aktivierten Genen kodieren 
für p53 apoptosis effector related tp pmp22 (PERP), vascular Smooth muscle α-actin, 
CD34 stem cell antigen, HNF-3/forkhead homolog (Brain factor 1), Serine protease inhibi-
tor 4 (PN-1), RBP associated molecule RAM14-1, PE31/TALLA-1, Nestin, Adaptor mole-
cule SRCASM und Myelodysplasia/Myeloid leukemia factor 1. 
 
Das PERP Gen wurde als direktes p53-Targetgen nach Apoptoseinduktion in murinen 
embryonalen Fibroblasten (MEFs) identifiziert. Die PERP Transkription korreliert dabei 
mit der p53-abhängigen Apoptose, nicht jedoch mit dem p53-abhängigen Zellzyklus-
Arrest. PERP wurde vorzugsweise in Membranen des endoplamatischen Retikulums (ER) 
und des Golgi-Apparats lokalisiert und weist eine gewisse Sequenz-Ähnlichkeit zu 
pmp22/GAS-3 (Peripheral myelin protein 22/Growth arrest specific protein 3) auf. Dieses 
Membranprotein liegt in erblich bedingten peripheren Neuropathien (z.B. Charcot-Marie-
Tooth) häufig mutiert vor. PERP scheint eine wesentliche Rolle in Regulationsmechanis-
men von Zellproliferation und Apoptose zu spielen (Attardi et al., 2000). 
 
   Vascular Smooth muscle alpha-actin (vSMA) ist ein Protein, das in Wundheilungspro-
zesse und der Differenzierung von Zellen in Myofibroblasten involviert ist (Cogan et al., 





+/+ und  MLL
-/- Zellen führt, wurde durch immunohistologische Experimente verifi-
ziert (bisher unveröffentlichte Daten). 
 
Über das murine CD34 Antigen ist bisher wenig bekannt. Interessanterweise wird die-
ses Transkript in MLL
-/- Zellen wesentlich stärker exprimiert, während es in den Wildtyp-
Zellen fast komplett herunterreguliert wurde. Dieses Phänomen spricht für die Hypothese, 
dass in hämatopoietischen Stammzellen, die einen hohen Level an CD34 aufweisen, kaum 
oder gar keine MLL Expression vorliegt. Während der hämatopoietischen Differenzierung 
wird jedoch das MLL Gen verstärkt transkribiert, die CD34 Produktion nimmt unterdessen 
ab und wird schliesslich völlig herunterreguliert.  
 
HNF-3/forkhead homolog (Brain factor 1) gehört zu der winged-helix Genfamilie, die 
für transkriptionelle Repressoren kodiert, und wurde hauptsächlich in neuronalen Vorläu-
ferzellen gefunden. BF1 führt zu pleiotropen Effekten während der neuronalen Entwick-
lung, besonders in der cerebralen Hemisphäre. Mäuse, die einen BF-1 Mangel aufwiesen, 
zeigten morphologische Defekte im Neocortex und Telencephalon (Hanashima et al., 
2002). BF-1 interagiert über das FAST-2 Protein (forkhead activin signal transducer-2) mit 
verschiedenen SMAD Proteinen und verhindert ihre Bindung an spezifische DNA respon-
sive-elements, die in vielen Promotoren von TGF-β-induzierbaren Genen lokalisiert sind. 
BF-1 scheint somit einen negativen Einfluss auf die TGF-β Signalkaskade auszuüben, die 
bei zahlreichen Entwicklungsprozessen sowie für die Hämatopoiese eine wichtige Rolle 
spielt (Dou et al., 2000). 
 
Serine protease inhibitor 4 (Protease Nexin 1, PN-1) gehört in die Klasse der Serpine 
und fungiert als Inaktivator verschiedener Proteasen, wie z.B. Thrombin, Urokinase, Plas-
minogenaktivatoren und Plasmin. PN-1 ist in Wundheilungsprozesse, Gewebe-
Remodulierung, Zellinvasionsvorgänge, Matrix-Degradation und Tumorwachstum invol-
viert (Kim et al., 2001). PN-1 wird von Astrozyten in großen Mengen sezerniert. Die Über-
expression in diesen Zellen hat eine neuronale und motorische Dysfunktionen, aufgrund 
von veränderten postsynaptischen Transmissionen, zur Folge. Eine Überexpression in 
Fibroblasten führt durch eine verstärkte Kollagen-Promotoraktivität zu einer pathogeneti-
schen Bindegewebe-Verhärtung (Meins et al., 2001).  




RBP associated molecule RAM14-1 (Kyo-T2) ist eine interessante Spleiss-Variante 
des Kyo-T Gens. RAM14-1 weist zwei LIM-Domänen und eine spezifische Interaktions-
domäne für das RBP-Jκ Protein auf. Durch spezifische Bindung an RBP-Jκ wird dessen 
Interaktion mit DNA-Targetsequenzen inhibiert und führt zu einer Hemmung der Notch-1 
IC/ RBP-Jκ-Signalkaskade (Taniguchi et al., 1998). Durch die Abwesenheit des MLL Pro-
teins werden deshalb Gene (z.B. hairy/enhancer of split (hes), HERP1/2 und NFκB2), die 
für somatische Rekombination, MHC-Expression und besonders für neuronale/sensorische 
Organentwicklung wichtig sind, in ihrer Expression inhibiert (de la Pompa et al., 1997). 
Die Folge ist eine Blockierung der Embryonalentwicklung. Die Bedeutung beider Proteine 
wird durch knock-out Experimente deutlich: Notch-1 und RBP-Jκ knock-out Mäuse sind 
embryonal letal und sterben am Tag 10,5 p.c. in utero, zum gleichen Zeitpunkt wie auch 
Mll




Abb. 3.21: Notch-1 Signalkaskade in Säugerzellen 
Links: Nach Bindung des Liganden an den Notch-Rezeptor wird intrazelluläres notch-Protein pro-
zessiert, wandert in den Kern und heterodimerisiert mit RBP-Jκ zur Aktivierung von Gentranskrip-
tion. Mitte: In Anwesenheit von RAM14-1 wird die Bindung von notch an RBP-Jκ inhibiert. Das 
Heterodimer aus RAM14-1 und RBP-Jκ kann nicht mehr an die spezifischen DNA-response-
elements binden und blockiert Gentranskription. Rechts: ektopische Genexpression durch EBNA/ 









































































































































Das four and a half LIM domain Transkript (FLH1) wurde ebenfalls in den MLL
-/- 
Zellen transkriptionell aktiviert. Dieses Transkript repräsentiert neben Kyo-T2 (RAM14-1, 
FLH2) eine weitere Spleiss-Variante des Kyo-T Gens und wird hauptsächlich in gestreifter 
Muskulatur exprimiert und stellt einen wichtigen Faktor für die Myogenese dar (Chu et al., 
2000). Durch Bindung an CREB- und CREM-Transkriptionsfaktoren spielt FLH1 als Co-
Aktivator eine wesentliche Rolle, da es diese, unabhängig von ihrem Phosphoylierungs-
status aktiviert, indem es eine Heterodimerisierung mit CBP fördert. 
 
PE31/TALLA-1 (A15), sowie Tspan-6  (4,4-fach hochreguliert) sind Mitglieder der 
transmembrane 4 Gen-Superfamilie (TM4SF). TALLA-1 wurde in einer cDNA-Bank un-
reifer T-Zellen identifiziert (T-ALL-associated antigen 1). Dieses Antigen wird aus-
schliesslich von T-ALL Zelllinien, nicht aber von peripheren Blutzellen, incl. aktivierter T-
Zellen, exprimiert (Takagi et al., 1995). Northern-Blot Analysen von RNA Proben ver-
schiedenster muriner Gewebe liessen verstärkte TALLA-1 Expressionen in Hirn, Kolon, 
Muskeln, Herz, Nieren und Milz erkennen. In situ Hybridisierungen des murinen Gehirns 
führen zu der Annahme, dass TALLA-1 eine fundamentale Rolle im ZNS spielt 
(Hosokawa et al., 1999). 
 
Nestin, ein embryonales Intermediärfilament, repräsentiert einen neuronalen Stamm-
zell-Marker, der mit der Zell-Differenzierung in Richtung Astroglia-Zellen korreliert. Dem 
Nestin Protein kommt möglicherweise eine wichtige Rolle bei der Remodulierung und 
Reparatur postnataler und adulter ZNS-Schäden zu. Nestin ist ebenfalls in Myogenese 
involviert (Wei et al., 2002). 
 
SRCASM ist ein Adaptorprotein, das mit der Tyrosinkinase Fyn (der Src-Familie 
zugehörig) interagiert und von dieser phosphoryliert wird. Anschliessend kann SRCASM 
mit Grb-2 und der regulatorischen Untereinheit der Phosphoinositol-3-Kinase interagieren, 
was zu einer Aktivierung verschiedener Signalkaskaden führt (Seykora et al., 2002). 
 
Myelodysplasia/Myeloid leukemia factor 1, ein nukleäres Proto-Onkoprotein, ist in 
die Translokation t(3;5)(q25.1;q34) (NPM•MLF1 Fusionsprotein) involviert, die mit dem 
Phänotyp einer akuten myeloischen Leukämie assoziiert ist (Yoneda-Kato et al., 1996). 
Mlf1 Expression konnte ausschliesslich in glatter Muskulatur, Herz- und Skelettmuskula-




Transkripte konnten bisher nicht in gesunden lymphatischen/hämatopoietischen Organen 
nachgewiesen werden.  
 
Einige Hox Gene wurden auch in Abwesenheit des MLL Proteins hochreguliert. Dazu 
gehören hox a1, hox d8 und msh-like (hox 8.1). Das Hox a1 Protein ist in die Neuralrohr-
Entwicklung involviert. Zerstörung dieser Allele führt zu Abnormalitäten der Augen 
(Pasqualetti et al., 2001) und zu Fehlentwicklungen des Hirns. Das Hox d8 Protein wird in 
meso- und neuroektordermalen Geweben exprimiert, sowie in den Extremitäten und Gona-
den (Izpisua-Belmonte et al., 1990).  
 
SUMO Proteine sind kleine Ubiquitin-ähnliche Polypeptide, die reversibel an verschie-
dene Kernproteine konjugiert werden. Eine SUMOylierung von Targetproteinen führt je-
doch nicht zu deren Degradation, sondern scheint eher für Protein-Protein Interaktionen 
und spezifische Kernlokalisation verantwortlich zu sein und schützt gleichzeitig vor pro-
teolytischem Abbau. Untersuchungen von „PML nuclear bodies“, dessen Komponenten 
SUMOyliert sind haben gezeigt, dass diese Modifikation essentiell für funktionale und 
strukturelle Integrität ist (Seeler and Dejean, 2001). 
 
Cathepsin Z precursor ist das Vorläufer-Protein des Cathepsin Z Proteins, einer 
Cystein-Proteinase aus der Papain Familie. Es wird in einer Vielzahl von Krebs-Zelllinien 
und primären Tumoren gefunden und könnte wie andere Cathepsine eine Rolle in der Ent-
wicklung von Tumoren spielen (Santamaria et al., 1998). 
 
ANA und TOB gehören der BTG-Familie an, die sich durch antiproliferative 
Eigenschaften auszeichnet. Dazu gehören ebenfalls Proteine wie Pc3/Btg2, Btg1, TOB2 
und Pc3k. Unphosphoryliertes TOB Protein inhibiert Osteoblasten- und T-Zell-
Proliferation durch Inhibition des Zellzyklus beim Übergang von der G0/G1- zur S-Phase. 
Eine Aktivierung der ras/raf-Kaskade führt zu einer ERK1/2-abhängigen TOB 
Phosphorylierung, die eine Verminderung der Aktivität als Zellzyklus-Inhibitor zur Folge 










Zur Verifizierung der DNA-Microchip Daten wurden Experimente auf RT-PCR Basis, 
sowie auf Protein-Ebene (s. Kapitel 3.3) durchgeführt. Anhand der beispielhaft ausgewähl-
ten RT-PCR Ergebnisse in Abb. 3.21 wird gezeigt, dass die Daten der DNA-Microchip-
Hybridisierung mittels weiterer Experimente reproduziert werden konnten. Semi-
quantitative RT-PCR Reaktionen ermöglichten die Detektion unterschiedlicher Expres-
sionsstärken. Die Transkripte der Gene, die bei den Arrays hochreguliert vorlagen, führten 
auch in diesem Versuchsansatz zu wesentlich stärkeren Banden. In Abb. A wurden bei-
spielhaft zwei Targetgene gewählt, die in knock-out Zellen hochreguliert wurden, in Abb. 
B handelt es sich dagegen um zwei aus dem Pool der Wildtyp-Zellen. In einer Diplomar-
beit wurde der Nachweis für die Übereinstimmung mit den bereits bestehenden Daten für 






Abb. 3.22: RT-PCR zur Ergebnisverifizierung der DNA-Microchip-Hybridisierungen 
Sma: vascular Smooth muscle alpha actin, Gly: Glypican, Ilra: IL-1R antagonist, MGC: Matrix γ-
carboxyglutamate protein, β-Act: β-Actin (Positivkontrolle), M: Marker (λ ClaI) Größenangabe in 
kb, +/+: cDNA der Wildtyp Zelllinie, -/-: cDNA der knock-out Zelllinie. A: hier wurden RT-PCR 
Reaktionen (30 Zyklen) mit Oligonukleotid-Paaren von Genen durchgeführt, die in MLL
-/- Zellen 








































Die zweidimensionale Gelelektrophorese ist derzeit die leistungsfähigste Methode, mit 
der man die reproduzierbare Auftrennung komplexer Proteingemische unter Beibehaltung 
der quantitativen Verhältnisse durchführen kann. Ein Vorteil ist, dass die Auftrennung der 
Proteine nach zwei unterschiedlichen physikalisch-chemischen Kriterien, nämlich Tren-
nung aufgrund von Ladung (isoelektrischer Punkt, 1. Dimension) und Masse (Molekular-
gewicht, 2. Dimension) erfolgt und die Gesamtheit der Proteine innerhalb bestimmter 
Grenzen auf einem Gel sichtbar gemacht werden können. Im Anschluss können mit Hilfe 
von computergestützten Bildauswertungsverfahren und massenspektrometrischen Metho-
den (z.B. MALDI-TOF MS) einzelne Proteinspots analysiert, bzw. identifiziert werden. 
 
Die Grundvoraussetzung zum Erhalt guter 2D-Gele ist neben nukleinsäurefreien Pro-
teinfraktionen das Auftragen der richtigen Proteinmenge. Es darf maximal soviel aufgetra-
gen werden, dass die einzelnen Proteinspots noch sauber detektierbar und isolierbar sind. 
Eine Kontamination mit Proteinen aus „Nachbar-Spots“ muss unbedingt vermieden wer-
den. Auf der anderen Seite sollten maximale Proteinmengen auf das Gel aufgebracht wer-
den, so dass nach Verdau und Elution eine ausreichende Peptidmenge zur Identifizierung 
zur Verfügung steht. Aus diesen Gründen wurden Kernproteine von der Zytoplasma-
Proteinfraktion abgetrennt. Dadurch konnte die Anzahl der Proteinspots auf einem Gel 
verringert und gleichzeitig die Auftragsmenge erhöht werden. Dies spielt besonders bei 
Kernproteinen eine große Rolle, da sie meist nur in sehr geringen Mengen vorliegen (z.B. 
Transkriptionsfaktoren) und nur schwer detektierbar sind.  
 
Durch die vergleichende Proteomanalyse der Zelllinien MLL
+/+ und MLL
-/- sollten die 
Ergebnisse der DNA-Mikrochip-Arrays partiell verifiziert werden.  
Kern- und Plasma-Proteinfraktionen wurden isoliert und durch einen Nukleinsäure-
Verdau mittels Benzonase
® von DNA und RNA befreit. 275 µg Plasmaproteine oder 350 
µg Kernproteine wurden durch eine aktive Rehydrierung auf die Gel-Strips aufgebracht, 
die im Gegensatz zur passiven eine höhere Reproduzierbarkeit und quantitativere Protein-
aufnahme mit schon beginnender Ausrichtung der Proteine ermöglicht. Das Prinzip der 




unterschiedlichen Ladungszustandes. Unter Einfluss eines elektrischen Feldes wandern 
Proteine durch einen pH-Gradienten zu der Stelle, die ihren isoelektrischen Punkten ent-
sprechen. Ein immobilisierter pH-Gradient wird durch Ko-Polymerisation von Acrylamid-
monomeren und Acrylamidderivaten mit puffernden Gruppen erzeugt. Da ein komplexes 
Proteingemisch viele Proteine enthält die ihren isoelektrischen Punkt im neutralen Bereich 
haben, wurden in dieser Arbeit DryStrips mit einem nicht-linearen Gradienten von pH 3-10 
für die folgenden Versuche eingesetzt, um eine ideale Auftrennung der Proteine durch eine 
Spreitung des Bereichs pH 6-8 zu gewährleisten. 
 
Die gelelektrophoretische Auftrennung in der 2. Dimension wurde in Gegenwart des    
anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulphate, SDS) durch-
geführt. Durch die Anlagerung von SDS-Molekülen entstehen anionische Mizellen mit 
konstanter Nettoladung pro Masseeinheit mit einer linearen Beziehung zwischen dem Lo-
garithmus des jeweiligen Molekulargewichtes und der relativen Wanderungsstrecke. Gra-
dientengele weisen einen stärkeren Siebeffekt auf und erzielten deshalb verbesserte Trenn-
schärfen. 
Die Protein-Spots der zweidimensionalen Gele wurden mit dem Fluorenzenz-Farbstoff 
Ruthenium-II tris(bathophenanthrolindisulfonat) (RuBPS) angefärbt und anschliessend mit 
dem Fluoreszenz-Imager FLA-3000 eingescannt. Es folgte die Auswertung der Gele mit 
der Software PDQuest
®. 
In der Abb. 3.23 ist je ein charakteristisches Zytoplasma-Gel der Proteinfraktionen aus 
Wildtyp und  knock-out Zellen dargestellt. Die Abszisse stellt den pH-Gradienten dar, wo-
bei ganz links im Bild der pH-Wert bei 3 liegt und rechts bei maximal 10. Das Molekular-
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Zur Auswertung der Plasmaprotein-Proben wurden je 6 zweidimensionale MLL
+/+ und 
MLL
-/- Gele miteinander verglichen. Die Erstellung eines Match-Sets beginnt mit der Er-
stellung des Master-Gels. Hierbei wird das Gel mit den meisten gut aufgelösten Protein-
Spots ausgewählt und durch die Software als synthetisches Bild dargestellt. In diesem Fall 
handelte es sich um ein Gel, das die Plasmafraktion der Wildtyp Zelllinie enthielt. Im An-
schluss werden visuell eindeutig identische Spots (Landmarks), die auf allen Gelen vor-
handen sein sollten, speziell markiert. Die automatische Zuordnung umliegender Spots 
(markiert durch grüne Buchstaben) erfolgt über Interpolation. Protein-Spots, die nicht auf 
dem Master-Gel, aber auf anderen Gelen des Match-Sets detektierbar waren, wurden dem 
synthetischen Bild manuell zugefügt. Das resultierende Master-Gel repräsentiert somit 
jeden einzelnen Spot, der im gesamten Match-Set vorhanden ist. Scheinbar differentiell 
exprimierte Proteine werden markiert und einer zusätzlichen manuellen Überprüfung un-
terzogen. Dabei können noch viele vermeindliche Spots von der Analyse ausgeschlossen 
werden, die letztendlich nur „Schatten“ sind. Die Software PDQuest
® ermöglicht neben der 
Definition differentiell exprimierter Proteine eine statistische Auswertung (z.B. Student t-
Test). Nach Anlegen spezieller Filter können Relationen in Bezug auf Proteinmengen ver-
schiedener Spots aufgezeigt werden. Bei der Auswertung der Plasma-Gele wurden Pro-
teinspots als überexprimiert definiert, deren Proteinmengen sich mindestens um den dop-































Mittels DNA-Micorchip-Arrays konnten 197 differentiell exprimierte Gene identifiziert 
werden. Das Ergebnis der zweidimensionalen Gelelektrophorese sind 8, bzw.12 exklusiv 
exprimierte Protein-Spots. Je 6 unterschieden sich lediglich in ihrer Expressionsstärke. In 
der folgenden Abbildung sind die interessanten Protein-Spots markiert, die bisher jedoch 
noch nicht identifiziert wurden. 







Abb. 3.24: Master-Gel (Zytoplasma-Proteinfraktion) 
Bei dieser Abbildung handelt es sich um das synthetische Gel des Match-Sets: Plama-Proteinfrak-
tion MLL
+/+ vs. MLL
-/-. Rote Kreise markieren Proteine, die ausschliesslich in MLL
-/- exprimiert 
werden; rote Kreuze definieren Proteine, deren Spot auf MLL
-/- Gelen mind. doppelt so groß ist 
wie auf dem MLL




Die interessanten Protein-Spots wurden aus dem Gel ausgeschnitten und werden im 
Rahmen einer anderen Dissertationsarbeit (M. Hampel; AK Prof. Dr. M. Karas) nach 
Trypsin-Verdau und Elution massenspektrometrisch analysiert und identifiziert. 














































Zur Erstellung des Match-Sets wurden je 3 MLL
+/+ und MLL
-/- Kern-Proteingele miteinan-
der verglichen. Mit Hilfe der Software PDQuest konnte, nach der zuvor beschriebenen 
Auswertungsmethode, nur jeweils 1 Protein-Spot gefunden werden, der ausschliesslich in 























































3.4  Komplementationsanalyse  
 
In der vorliegenden Arbeit sollte eine Komplementationsanalyse Aufschluss darüber 
geben, ob das humane MLL Protein das fehlende murine Homolog in den MLL
-/- Zellen in 
seiner Funktion komplementieren kann. Für dieses Experiment wurde RNA aus den Zellli-
nien MLL
-/-::BC230A und MLL
-/-::hMLL isoliert und auf einem denaturierenden Agarose-
gel analysiert (s. Abb. 3.26).  
 
 




Nach erfolgreicher cRNA-Synthese wurden anschliessend wieder DNA-Microchips 
hybridisiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.27 als Scatter-Blot dargestellt. 
 
Auf Ordinate und Abszisse sind die Signalstärken aus der Hybridisierung mit Phyco-
erythrin-markierter antisense-RNA verschiedener Zelllinien aufgetragen. In Abbildung A 
werden die Expressionsstärken der MLL
-/- und MLL
-/-::hMLL Zellen vergleichend gra-
phisch dargestellt. Die einzelnen farbigen Punkte stellen je ein detektiertes Gen des Chips 
MG_U74Av2 dar. Die diagonal angeordneten Geraden grenzen die Bereiche der 2,5-, 3-, 5- 
und 10-fachen Überexpression ab. Weitere Erläuterungen zur Farbmarkierung einzelner 












































Abb. 3.27: Graphische Darstellung der Kom-
plementationsergebnisse (Scatter-Blots) 
A: Vergleich der Expressionsmuster von MLL
-/-
::hMLL und MLL
-/-::BC230A. Es sind keine 
signifikanten Unterschiede bezüglich Expres-
sionsstärken der 12.000 Gene feststellbar. B: 
Vergleichende Darstellung der Expressions-
muster von MLL
+/+ und MLL
-/- (Auswertung s. 




Zellen. Anhand der dargestellten Ergebnisse 
wird deutlich, dass das Expressionsmuster der 
Zelllinie MLL
-/-::hMLL kaum von dem der 




In Abbildung A liegen die „Gen-Punkte“ fast alle in unmittelbarer Umgebung der Re-
gressionsgraden (rot), die zwischen den beiden Begrenzungslinien der 2,5-fachen Überex-
pression liegt. Diese Gene werden in beiden Zelllinien mit fast gleicher Stärke exprimiert 
(unterscheiden sich maximal um den Faktor 2,5). Grüne und schwarze Punkte, die exklusiv  
exprimierte Gene repräsentieren, sind wider Erwarten kaum vorhanden (9 überexprimierte 
MLL
-/-::hMLL Gene, 7 Gene überexprimiert in MLL
-/-::BC230A (Leervektor)). 
Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die Expressionsmuster beider Zelllinien, in Bezug 
auf die 12.000 aufgebrachten Gene der DNA-Microchips, kaum unterscheiden. Dieses Er-
gebnis wird durch den Pearson-Korrelationskoeffizienten bestätigt, der mit einem Wert 
von r=0,9841 (Vergleich MLL
-/-::hMLL vs. MLL
-/-::BC230A) relativ hoch liegt. Je stärker 
sich der Korrelationskoeffizient dem Wert 1 nähert, umso geringer sind die Unterschiede 










































































































































Abbildung B zeigt die graphische Gegenüberstellung der Expressionsmuster von Wild-
typ und knock-out Zellen, die schon in Kapitel 3.2.4.1 beschrieben wurde. Ein sehr ähnli-
ches Expressionsmuster wird bei dem Vergleich von MLL
-/-::hMLL mit MLL
+/+ erhalten 
(Abb.C). Die Anzahl und das dargestellte Scatter-Blot Muster der transkriptionell aktivier-
ten Gene von MLL
-/- Zellen entspricht ungefähr dem der MLL
-/-::hMLL-Zellen. Das Resul-
tat verdeutlicht, dass in diesem Zellsystem eine Komplementation der murinen MLL
-/- Zel-
len mit Hilfe des humanen MLL Konstruktes unter diesen Bedingungen nicht möglich ist. 
Bei einem positiven Ergebnis hätte das Expressionsmuster der MLL
-/-::hMLL Zelllinie 
zum größten Teil dem der Mll Wildtyp-Zellen entsprechen sollen. 
 
In einem weiteren Versuchsansatz sollte überprüft werden, ob die Transfektion dieses 
Konstruktes einen Einfluss auf die Zell-Morphologie besitzt. Durch stabile Transfektion 
der MLL
-/- Zellen mit den Vektoren pBC230::hMLL und dem Leervektor pBC230A (als 
Negativkontrolle) konnten zwei stabile Zelllinien etabliert werden. Die mock-transfizierte 
Zelllinie weist keine morphologischen Unterschiede zur knock-out Zelllinie auf. Beide 
Linien lassen sich durch grossflächige Zellkörper, gut sichtbare Zellkerne und breite La-
mellipodien charakterisieren. Diese Merkmale grenzen sich ganz deutlich von denen der 
Wildtyp-Zellen (wie schon in Kapitel 3.2.1 beschrieben) ab. Die Zelllinie MLL
-/-::hMLL 
weist noch die etwas größeren Zellkörper der knock-out Zellen auf, doch dominiert der 
MLL
+/+ Phänotyp durch die zahlreichen (ca. 7-8) und extrem langen dünnen Filopodien. 
Das transfizierte humane MLL Konstrukt scheint die knock-out Zellen in ihrer Morpholo-















Abb. 3.28: Partielle morphologische Komplementation 
Vergleichende Darstellung der unterschiedlichen Morphologien. Gezeigt werden lichtmikroskopi-
sche Zell-Bilder der Wildtyp und knock-out Zellen, sowie der mock- und hMLL transfizierten Zel-
len bei 100-facher Vergrösserung. Das humane MLL cDNA Konstrukt scheint die murinen MLL
-/- 















3.5  Identifizierung von Targetgenen der Derivatproteine MLL•AF4 und 
AF-4•MLL 
 
Die Chromosomen-Translokation t(4;11) führt zur Bildung von zwei Fusionsgenen, die 
für die funktionellen Fusionsproteine MLL•AF-4 (der11) und AF-4•MLL (der4) kodieren. 
Kenntnisse über die Targetgene dieser Proteine sind zur Aufklärung des pathogenetischen 
Mechanismus und zur Erstellung einer therapeutischen Strategie von großer Bedeutung. 
 
In DNA-Microchip-Hybridisierungsexperimenten sollte versucht werden, die entspre-
chenden Targetgene zu identifizieren. Dazu wurde die MLL
+/+ Zelllinie stabil mit Expres-
sionskonstrukten für MLL•AF-4 und AF-4•MLL transfiziert (Wildtyp MLL Protein wird 
wie in Leukämie-Zellen exprimiert). Zunächst wurde mit RT-PCR Experimenten die 




+/+::der4/11). Mit den in Abb. 3.29 dargestellten Ergebnissen wur-
de nachgewiesen, dass eine ausreichende Menge von Transkripten der Derivatgene vorlag, 
die zu einer Beeinflussung der Transkriptionsmuster führen könnten (eine quantitative 




Abb. 3.29: Expressionsanalyse der Transgene in den stabil transfizierten Zelllinien (RT-PCR) 
M: Marker (λ ClaI) Größenangaben in kb, Spalten b, d und g: Positivkontrolle der unterschiedli-
chen cDNA Populationen (β-Actin), a: AF4•3/MLL•5 (der4), c: MLL•3/AF4•5 (der11), e: 
AF4•3/MLL•5 (der4), f: MLL•3/AF4•5 (der11), h: Positivkontrolle: GAPDH. Diese Ergebnisse 
sprechen für eine ausreichende Transgen-Expression. 
 
 
Im Anschluss an RNA Isolierung und DNase-Verdau wurde die RNA als Ausgangsma-
terial auf ihre Qualität überprüft (denaturierendes Agarosegel). Die extrahierte RNA ent-
sprach den Qualitätsanforderungen und konnte folglich zur cRNA-Synthese und DNA-
Microchip-Hybridisierung eingesetzt werden. 
Mg h M f e d c b a














+/+::der4/11) mit dem der Negativkontrolle 
(MLL












Abb. 3.30: Gegenüberstellung von Expres-
sionsmuster der Transfektanden und der Ne-
gativkontrolle 
Die Expressionsmuster der Zelllinien, die Deri-
vatproteine konstitutiv exprimieren, unterschei-






Wie schon in den Kapiteln 3.2.4.1 und 3.4 beschrieben, sind die als grün und schwarz 
markierten „Gen-Punkte“ für die Auswertung besonders aussagekräftig. Dabei handelt es 
sich bei den Grünen jeweils um die differentiell exprimierten Gene der Transfektanden und 
bei den Schwarzen um die der Negativkontrolle (MLL
+/+ mock-transfiziert). Wie in den 
Scatter-Blots der Abb. 3.30 ersichtlich ist, unterscheiden sich die Expressionsmuster der 



















































































die aufgrund ihres geringen Fluoreszenzsignals (< 200) von der Analyse ausgeschlossen 
wurden, befinden sich fast alle Gene in dem Bereich bis zu einer 2,5-fachen differentiellen 
Expression. Eine 2,5-fache Hochregulation wurde zur Signifikanzerhöhung für die Aus-
wertung als unterstes Limit definiert. Die Pearson-Korrelationskoeffizienten dieser drei 
Analysen mit den Werten r = 0,9363 (A), r = 0,9333 (B) und r = 0,9396 (C) bestätigen die 
visuell offensichtlich geringen Unterschiede zwischen den Expressionsmustern von Trans-
fektanden und Negativkontrolle. Je weiter sich diese Korrelationskoeffizienten dem Wert 1 
annähern, desto geringer sind die Abweichungen von der Regressionsgerade, die mittig 
zwischen den beiden 2,5-fachen Begrenzungslinien liegt. Wider Erwarten konnte bei fast 
allen 12.000 Genen keine signifikant unterschiedliche Expression, beeinflusst durch die 


























3.6  Identifizierung eines kryptischen Promotors im Mll Gen 
3.6.1  Charakterisierung des Transkriptionsstarts 
 
Zur Verifizierung differentiell exprimierter Gene mittels Dot-Blot-Hybridisierung wur-
de das PCR-Fragment Exon 28-33 des Mll Gens auf die Membran aufgespottet (s. Kap. 
3.2.3.3). Dieses sollte als Positivkontrolle für die Hybridisierung mit radioaktiv markierter 
MLL
+/+ cDNA und als Negativkontrolle für die Hybridisierung mit MLL
-/- cDNA gelten. 
Da in den knock-out Zellen das Mll Gen ab Exon 4 nicht mehr transkribiert werden sollte, 
dürfte bei dieser Hybridisierung kein Signal detektierbar sein. Wider Erwarten konnte je-
doch ein relativ starkes Signal identifiziert werden. 
Vermutungen, es könne sich um eine Verwechselung der Sonden oder um einen Zell-
mischklon aus MLL
+/+ und MLL
-/- Zellen handeln, wurden durch RT-PCR Analysen wi-
derlegt (s. Abb. 3.15; Spalten 1,2 und 3). Diese Ergebnisse führen zu dem Schluss, dass in 
den knock-out Zellen ebenfalls ein Mll Transkript im 5’-Bereich exprimiert wird. In der 
Abbildung 3.31 werden Mll Wildtyp und knock-out Allel mit ihren Oligonukleotid-Paaren 
schematisch dargestellt, sowie die entsprechenden RT-PCR Ergebnisse. 
 
 
Zuerst wurde mit neu entworfenen Oligonukleotiden (g/h) überprüft, ob das Mll 
Transkript in den knock-out Zellen durch die poly-A Sequenz, der ins Exon 4 insertierten 
Neo
R-Kassette, überhaupt terminiert wurde. Durch das Fehlen einer Bande in Spur 4, durch 
Oligonukleotide, die den Bereich Neo
R bis in den 5’-Teil des Exon 4 überspannen, musste 
davon ausgegangen werden, dass die Transkription definitiv gestoppt wurde, die poly-A 
Sequenz somit funktionsfähig war und nicht durch alternative Spleiss-Vorgänge eliminiert 
wurde. Es wurden im Anschluss weitere Oligonukleotid-Paare synthetisiert, die überlap-
pend das gesamte murine Mll Transkript abdeckten. Mit den folgenden Primer-Paaren i/k 
und l/n, die den Bereich von Exon 5 bis Exon 18 überspannten, konnte in den MLL
-/- Zel-
len kein Transkript nachgewiesen werden (Spuren e und f). Ab Exon 12 wurde jedoch mit 
den Oligonukleotiden m-v ein Mll Transkript detektiert (Spuren g bis l). In den Wildtyp-
Zellen konnte selbstverständlich mit allen Mll Oligonukleotiden, bis auf die MLL
-/- spezifi-
schen (z.B. LacZ-Primer), ein positives Ergebnis erzielt werden. 













Abb. 3.31: RT-PCR Analysen zur Charakterisierung eines geninternen Transkriptionsstarts 
Links: RT-PCR von cDNA der Wildtyp-Zellen ergab mit jedem Mll spezifischen Primerpaar eine 
Bande. Rechts: mit dem LacZ-spezifischen Oligonukleotidpaar (Spalte 3) und dem negativen 
PCR-Ergebnis in Spalte 2  lässt sich die MLL
-/- Zelllinie identifizieren. Ein Transkript wuede von     
Exon 12 bis Exon 37 nachgewiesen. 
K: Kontrolle (GAPDH•3/•5), M: Marker (λ-ClaI), Größenangaben in kb, Spur a: mMLL4•3/ 
mMLL4•5 (a/b), Spur b: MLL•3/MLL•5 (c/d), Spur c: LacZ•3/•5 (e/f), Spur d: neo•3/mMLL4•51 
(g/h), Spur e: mMLL5•3/mMLL10•5 (i/k), Spur f: mMLL11•3/18•5 (l/n), Spur g: mMLL12•3/ 
mMLL23•5 (m/n), Spur h: mMLL17•3/ mMLL23•5 (o/p), Spur i: mMLL23•3/mMLL28•5 (q/r), 




Zur näheren Charakterisierung des Transkriptionsstartes in dem Bereich zwischen den 
Bindungsstellen der Oligonukleotide mMLL11•3 (Exon 11) und mMLL12•3 (Exon 12), 
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Abb. 3.32: Charakterisierung des internen Transkriptionsstarts zwischen Exon 11 und 12 in MLL
-/-      
                 Zellen 
A: a: Negativkontrolle (mMLL10•3/mMLL11•5), b: Positivkontrolle (mMLL12•3/mMLL18•5), 
für alle weiteren PCR-Reaktionen wurde der Primer mMLL12•5 mit den entsprechenden 3’-
Primern eingesetzt. c: mMLLI11•31, d: mMLLI11•32, e: mMLLI11•33, f: mMLLI11•34, g: 
mMLLI11•35, h: mMLLI11•36, i: mMLLI11•37, j: mMLLI11•38, k: mMLLI11•39, l: 
mMLLI11•311. B: bei allen PCR-Reaktionen wurde der Primer mMLLI11•54 mit den entspre-
chenden 3’-Primern eingesetzt. m: mMLLI11•39, n: mMLLI11•311, o: mMLLI11•312, p: 
mMLLI11•313, q: mMLLI11•314, r: Positivkontrolle (β-Actin), s: Wasserkontrolle, M: Marker (λ-
ClaI), Größenangaben in kb. 
 
 
Wie in Abbildung 3.32 A ersichtlich, fand durch die Verwendung verschiedener Oligo-
nukleotid-Paare eine schrittweise Annäherung an den Transkriptionsstart statt. Ab Spalte j, 
d.h. mit dem Paar mMLLI11•38/mMLL12•5, wurde kein Amplifikat mehr detektiert. Der 
Grund dafür hätte zum einen sein können, dass sich in diesem Bereich der wahre 
Transkriptionsstart befindet, oder dass die Größe des zu amplifizierenden Fragments nicht 
mit dem verwendeten PCR-Programm zu erreichen sind. Um dies abzuklären wurde ein 
neuer Primer entworfen (mMLLI11•54), der näher am potentiellen Startpunkt liegt und 
daher zu kürzeren Amplimeren führte. Abbildung 3.32 B zeigt, dass die Annäherung in 
mehreren Schritten fortgeführt werden konnte und das negative Ergebnis in Spalte j, k und 
l nicht mit der Transkriptionsinitiierungsstelle in Verbindung stand. Aus der Betrachtung 









































der Spalten p und q wird ersichtlich, dass der potentielle Transkriptionsstart zwischen den 
Bindungsstellen der Oligonukleotide mMLLI11•313 und mMLLI11•314 liegen muss. 
Es wurden anschliessend zwei weitere Oligonukleotide entworfen (mMLLI11•55 und 
mMLLI11•56), deren Bindungssequenzen in der näheren Umgebung des vermuteten 
Transkriptionsstarts liegen und für Primer-Extension Experimente, im Rahmen einer wei-
teren Doktorarbeit, zur Verfügung stehen. 
 
3.6.2  Intrazelluläre Lokalisation 
 
Die Detektion des internen Transkripts (Intron 11-Exon 37) warf die Frage nach dessen 
Translation in das entsprechende C-terminale MLL Peptid auf. Dieses sollte durch immu-
nohistochemische Experimente in MLL
-/- Zellen nachgewiesen werden. Für diese Experi-
mente wurde ein monoklonaler Antikörper verwendet, der gegen Epitope aus dem Exon 28 
gerichtet ist (MAK E28). In Kombination mit einem FITC-markierten Zweit-Antikörper 
wurden die resultierenden CLSM-Bilder erzeugt (oben: Fluoreszenz-Bilder, unten: Kom-
bination von Fluoreszenz- und Phasenkontrastbildern; Abb.3.34). Alle Aufnahmen wurden 
bei identischen Geräteeinstellungen vorgenommen. 
 
Die intrazelluläre Verteilung des MLL Proteins in den Wildtyp-Zellen, die durch Inku-
bation mit MAK E28 detektiert wurde, ist der Verteilung des N-terminalen Peptids (s. Abb. 
3.9) sehr ähnlich. Hierbei handelt es sich ebenfalls um eine Verteilung von kleineren Pro-
teinkomplexen, die sich hauptsächlich im Nukleus und auch an der Kernmembran lokali-
sieren lassen. Die deutlich vorhandene Fluoreszenz in den MLL
-/- Zellen bestätigt, dass 
trotz Insertion der LacZ/Neo
R-Kassette in Exon 4, der C-terminale Bereich des MLL Pro-
teins ab Intron 11 transkribiert und voraussichtlich ab Exon 17 (erstes ATG nach 
Transkriptionsstart) translatiert wird. Die Verteilung des verkürzten MLL Proteins unter-
scheidet sich jedoch erheblich von der des endogenen Wildtyp Proteins. Während das nati-
ve MLL Protein eher eine gleichmäßige Verteilung von kleineren Proteinkomplexen auf-
weist, wird bei dem verkürzten C-terminalen Protein eine Konzentration in größere Kom-
plexe im Zentrum des Zellkerns festgestellt.  








 Abb. 3.33: Intranukleäre Lokalisation der C-terminalen Region des MLL Proteins 
MLL
+/+ und MLL
-/- Zellen wurden mit dem monoklonalen E28 Antikörper inkubiert. Oben: Fluo-
reszenz-Bilder,  unten: Kombination von Fluoreszenz- und Phasenkontrastbildern; CLSM-
Aufnahmen. Schematische Darstellung: oben: endogenes MLL Protein, exprimiert in MLL
+/+ Zel-
len;  Mitte:  Mll Allel (Exon-Intron Struktur); unten: C-terminales MLL Peptid, exprimiert in 
MLL
-/- Zellen, Transkriptionsinitiierung durch internen Promotor im Intron 11, Translation vor-
aussichtlich ab Exon 17. 
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3.6.3  Funktionelle Analyse des Promotorkonstruktes (Intron 11 - Exon 12) 
 
Zur funktionellen Analyse sollte der Bereich in dem der „interne Mll Promotor“ vermu-
tet wurde (Intron 11 - Exon 12), vor ein promotorloses GFP Gen kloniert und in 293 Zel-
len transient transfiziert werden. 
Als Ausgangsmaterial dafür diente ein „Promotor-enthaltendes“ PCR-Fragment, das 
durch Amplifizierung mit den Oligonukleotiden mMLLI11•3 (Intron 11) und mMLL12•5 
(Exon 12) an genomischer DNA von MLL
+/+ Zellen gewonnen wurde. Nach Aufreinigung 
aus dem Agarosegel folgten ein fill-in und ein Kinasierungsschritt mit anschliessender Fäl-
lung. Dieses Konstrukt wurde mit glatten Enden in den Vektor pBluescript subkloniert, der 
zuvor mit dem Restriktionsenzym EcoRV verdaut und dephosphoryliert worden war.  
Zur funktionellen Überprüfung des potentiellen Promotorkonstruktes wurde der euka-
ryontische Vektor pEGFP-C1 ausgewählt, der für ein grün fluoreszierendes Protein ko-
diert. Die Modifizierung dieses Vektors ist in Abb. 3.35 schematisch dargestellt. Zuerst 
wurde die multiple Klonierstelle (mcs), zur Entfernung störender Schnittstellen, über die 
Enzyme XhoI und BamHI eliminiert (pEGFP-mcs). Im Anschluss daran musste zunächst 
der EGFP-spezifische hCMV-Promotor durch AseI/NheI-Restriktionsverdau entfernt wer-
den. In diese Schnittstellen wurde der Linker HE-Linker im Leserahmen zum ATG der 
EGFP-Sequenz einkloniert, der sich durch eine HindIII- und EcoRI-Restriktionsschnitt-
stelle auszeichnete (pEGFP+HE-mcs).  
                                                                                                                EGFP 
 
AAGCTTCGAATTCTA gcg cta ccg gtc gcc acc ATG 
                                HindIII           EcoRI 
 
 
Abb. 3.34: HE-Linker in-frame zum ATG des EGFP Gens 
 
 
Das potentielle murine Promotorfragment (Intron 11 - Exon 12) konnte nun mit den En-
zymen HindIII und EcoRI aus dem Vektor pBluescript (pBSmProm11-12) ausgeschnitten 
und in die entsprechenden Schnittstellen des Linkers in pEGFP+HE-mcs einkloniert wer-
den. Parallel zu diesen Experimenten wurde die entsprechende Klonierung mit dem huma-
nen „Promotorfragment“ durchgeführt. 
Als Positivkontrolle diente der Originalvektor pEGFP-C1 und als Negativkontrolle der 







Abb. 3.35: Klonierungsstrategie zur funktionellen Promotoranalyse 
hCMV: humaner Zytomegalie-Virus Promotor, EGFP: enhanced green fluorescent protein, pA: 




Alle drei Vektoren wurden in 293 Zellen transfiziert mit dem Ergebnis, das nach 24 h 
und 48 h im Fluroeszenz-Mikroskop, ausschliesslich die Positivkontrolle grün fluoreszier-
te. Die Transfektionsrate der Positivkontrolle lag über 90%. Mehrfache Wiederholungen 
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Aufgrund der nur beschränkt aussagekräftigen Resultate aus den Experimenten mit dem 
Promotorkonstrukt Intron 11 – Exon 12 wurde eine zweite Strategie zur funktionellen Ana-
lyse entwickelt. Das murine Mll Gen und das humane MLL Gen wurden auf genomischer 
DNA Ebene einem Homologie-Vergleich mittels der Software strider 3.1 unterzogen. 
 Auf der Ebene von genomischer DNA wurde mit Hilfe der Software strider 3.1 ein 
Homologie-Vergleich von murinen und  humanen Sequenzen des Mll/MLL Gens (Exon 11 








Abb. 3.36: Homologie-Vergleich murines/humanes Mll/ MLL Gen 
Schwarze Pfeile markieren Alu-Elemente, graue Boxen homologe Sequenzen, weisse Boxen mar-
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Möglicherweise waren fehlende, aber essentielle „Enhancer-Elemente“ für das negative 
Ergebnis der funktionellen Analyse des potentiellen ersten Promotorkonstruktes verant-
wortlich. Aus diesem Grund wurde das entsprechende Fragment vergrößert. Wie die Ab-
bildung 3.36 verdeutlicht, wurde in 5’-Richtung das Konstrukt um ca. 1000 bp, zwei weite-
rer homologer Sequenzen und ein zusätzliches Alu-Element, erweitert. Ebenfalls wurde 
das Fragment im 3’-Bereich um die Sequenz des Exons 13, und somit auch um eine weite-
ren homologen Bereich, verlängert. Dieses Fragment konnte im Gegensatz zu dem kürze-
ren Konstrukt der ersten Strategie nicht in den HE-Linker einkloniert werden, da durch die 
Erweiterung der Sequenz nun die HindIII- und EcoRI-Restriktionsschnittstellen präsent 
waren. Aus diesem Grund wurde in den vorhandenen Vektor pEGFP+HE-mcs ein KpnI/ 
SalI-Linker (KS-Linker) in die HindIII/EcoRI-Seite, im Leseraster zum ATG der EGFP-
Sequenz,  einkloniert.       
                                  EGFP 
 
AAGCTggtaccGATCg tcg acA ATT Cta gcg cta ccg gtc gcc acc ATG 




Abb. 3.37: KS-Linker in-frame zum ATG des EGFP Gens 
 
 
Zur PCR-Amplifizierung dieses murinen Bereiches (3.3 kb) wurden neue Oligonukleo-
tide entwickelt. Der Primer mProm•3 wurde zusätzlich mit einer KpnI-Seite und Prom•5 
mit einer SalI Restriktionsschnittstelle versehen. Nach Amplifikation an muriner gDNA 
wurde dieses zweite Promotorfragment aus dem Agarosegel aufgereinigt und ein fill-in mit 
anschliessender Kinasierung durchgeführt. Dieses Konstrukt wurde in dem zuvor EcoRV-
verdauten und dephosphorylierten Vektor pBluescript subkloniert. Alle Klonierungen wur-
den mittels Sure™ durchgeführt und mit Hilfe von Restriktionsanalysen überprüft, wobei 
für alle Experimente ein positives Resultat erzielt wurde.  
Das Fragment Intron 11 – Exon 13 sollte im Anschluss mit den Enzymen KpnI und SalI 
aus pBluescript (pBSmPromI11-E13) eliminiert werden und in die entsprechenden Schnitt-
stellen des Expressionsvektors pEGFP+KS-mcs einkloniert werden. Dieser Klonierungs-
schritt erwies sich jedoch als unmöglich, da nach Ligation und Transformation des Promo-
torkonstukts in den E.coli Stamm Top10 keine Klone erhalten wurden, bzw. wenn Klone 




Stamm Sure™ konnte nicht verwendet werden, da eine Kanamycin-Resistenz im Bakte-
rienstamm bereits vorhanden ist. Das Einklonieren einer zusätzlichen Ampicillin-
Resistenzkassette in pEGFP+KS-mcs schlug fehl, da in diesem Vektor kleinere homologe 
Amp






Das Einklonieren des Promotorkonstruktes in pEGFP+KS-mcs war aufgrund der beobach-
teten Rekombinationen nicht möglich. Daraufhin sollte nun die promotorlose EGFP-
Sequenz in-frame hinter das bereits kloniertes Promotorfragment (Intron 11 – Exon 13) 
eingebracht werden (Vektor pBSmPromI11-13).  
Bevor mit den Oligonukleotiden LT•3 und LT•5 das EGFP-Fragment amplifiziert wer-
den konnte, musste die mcs, die sich zwischen der EGFP- und der poly-A-Sequenz befin-
det und störende Restriktionsschnittstellen aufweist, entfernt werden. Dies geschah durch 
durch einem BamHI/BglI-Restriktionsverdau mit anschliessender Religation des Vektors. 
Der Primer LT•3 wurde mit einer SalI- und der Primer LT•5 mit einer XhoI-Schnittstelle 
ausgestattet. Nach erfolgreicher Amplifikation wurde das Fragment mit diesen Enzymen 
verdaut. 
 
Abb. 3.38: Klonierungsstrategie B 




Der das „Promotorkonstukt“ enthaltende Vektor pBSmPromI11-E13 wurde ebenfalls 
mit den Restriktionsendonukleasen SalI und XhoI behandelt. Mit diesen Experimenten 
wurde die Grundlage für die Einklonierung der EGFP-Kassette und die anschliessende 














4   Diskussion 
 
Die Häufigkeit von Leukämie-Erkrankungen im Kindesalter und die prognostisch ex-
trem schlechten Heilungschancen von akuten lymphatischen Hochrisiko-Leukämien un-
terstreichen die Bedeutung intensiver Forschungsaktivität. Diese Arbeit befasst sich mit 
Grundlagen zum Pathomechanismus der t(4;11) Leukämie (pro-B ALL). 
Obwohl der Zusammenhang zwischen dem gehäuften Auftreten von akuten lymphati-
schen Leukämien und der Chromosomen-Abberation des MLL Gens auf Chromosom 11 
seit längerem bekannt ist, sind viele Zusammenhänge in Bezug auf die MLL Wildtyp-
Funktion und die Involvierung der Derivatproteine in die Leukämogenese weiterhin un-
klar. Das Wissen über den molekularen Mechanismus ermöglicht die Entwicklung adäqua-
ter neuer Therapien. 
 
 
4.1  Zellsysteme und Transfektionsexperimente 
 
Das in dieser Arbeit verwendete Zellsystem, das aus den isogenen murinen 
Fibroblasten-Linien MLL
+/+ und MLL
-/- bestand, eignete sich zur vergleichenden Gen-
expressionsanalyse, in der die Auswirkungen des MLL Proteins auf Entwicklungs- und 
Differenzierungsgene deutlich wurden. Der homozygote knock-out des Mll Gens eröffnete 
die Möglichkeit, die Expression transfizierter Transgene und deren Auswirkung auf die 
Zellen, ohne störenden Hintergrund durch endogenes MLL, zu testen. Zusätzlich konnten 
mittels der MLL
-/- Zelllinie Komplementationsstudien mit einem humanen MLL Konstrukt 
durchgeführt werden (die Identität zwischen murinem und humanem MLL Protein beträgt 
92%). 
Experimente mit einer humanen MLL knock-out Zelllinie wären aussagekräftiger gewe-
sen, da es sich bei den Expressionskonstrukten ebenfalls um humane cDNAs handelt. Bis-
her war es jedoch nicht möglich, humane MLL
-/- Zellen zu generieren.  
 
Die Etablierung stabil transfizierter MLL
-/- Zelllinien, die MLL•AF-4, AF-4•MLL oder 
beide Transgene exprimieren, stellte die Grundlage aller weiteren Experimente dar. Ein 
Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Targetgenen dieser Derivatproteine, die 
durch vergleichende Analyse ihrer Transkriptions- und Expressionsmuster gegenüber der 




diese Experimente im Gegensatz zu den Wildtyp-Zellen den Vorteil auf, dass durch das 
Fehlen des endogenen MLL Proteins, der ungestörte Einfluss der Derivatproteine detek-
tierbar sein sollte. Informationen über Funktionalität dieser Gene sollten zum besseren 
Verständnis des pathogenetischen Mechanismus der Leukämogenese beitragen. 
 
Durch die Entwicklung des tet-off Systems wurden scheinbar ideale Voraussetzungen 
für die Durchführung unserer Versuche geschaffen. Das Einklonieren der Expressionskon-
strukte (der4, der11 und der4/11) in den induzierbaren Vektor pUHD10-3 hätte theoretisch 
die Möglichkeit eröffnet, die Transkription der Transgene gezielt steuern zu können. Somit 
wäre eine zeitabhängige Detektion der Transkriptom-Beeinflussung durch die Expres-
sionskonstrukte nach RNA-Extraktion zu verschiedenen Zeitpunkten und anschliessenden 
DNA-Microchip-Hybridisierungen möglich geworden.  
Die mangelhafte transkriptionelle Kontrolle der Transgene in den etablierten Zelllinien 
liess jedoch kein verwertbares Experiment zu, da trotz hoher Doxycyclin-Konzentrationen 
die Transkription nicht vollständig inhibiert werden konnte. Deshalb wurde die Strategie 
geändert und auf ein konstitutiv exprimierendes Zellsystem zurückgegriffen. Damit ver-
bunden ist der Nachteil der fehlenden Möglichkeit zur Identifizierung primärer Targetgene 
durch die kontinuierliche Expression der Transgene. Durch Induktion und RNA-Isolierung 
zu verschiedenen Zeitpunkten wäre dies mit Hilfe des induzierbaren Zellsystems möglich 
gewesen. Andererseits spiegeln konstitutiv exprimierende Zellen die Situation in leukämi-
schen B-Zellen jedoch realistischer wieder. 
 
Im Gegensatz zu der ersten Strategie, bei der die induzierbaren Expressionskonstrukte 
in die knock-out Zellen transfiziert wurden, wurden hier die entsprechenden Vektoren in 
MLL
+/+ Zellen eingebracht. Grund dafür waren Ergebnisse aus Experimenten, die im 
Rahmen einer anderen Dissertationsarbeit erzielt wurden (Ute Bangerter). Dort wurde mit 
einer Transfektion des der4 in NIH-3T3 Zellen (Mutation im p16 Tumorsuppressorgen), 
im Focus Formation Assay ein onkogenes Potential durch Ausbildung eines Phänotyps mit 
Foci-Bildung beobachtet, der jedoch bei gleichen Bedingungen in MLL
-/- Zellen nicht de-
tektierbar war. Dieses Ergebnis spricht möglicherweise für die notwendige Anwesenheit 
des nativen MLL Proteins zur Etablierung eines wachstumstransformierenden Phänotyps.  
Mit der erfolgreichen Etablierung der konstitutiv exprimierenden Zelllinien wurde die 




4.2  MLL als Differenzierungsprotein in der Embryonalentwicklung 
4.2.1  Morphologische Charakteristika 
 
Die morphologischen Unterschiede zwischen den Mll Wildtyp und knock-out Zelllinen 
repräsentieren stabile Phänotypen, die während der gesamten Kultivierung vorhanden wa-
ren und im direkten Zusammenhang mit der An- oder Abwesenheit des MLL Proteins ste-
hen. Die MLL-Abhängigkeit des Phänotyps wurde desweiteren durch das Komplementa-
tionsexperiment bestätigt. Es konnte damit gezeigt werden, dass ein humanes MLL Kon-
strukt, stabil in MLL
-/- Zellen transfiziert, die charakteristische Morphologie des knock-out 
Phänotyps in den der Wildtyp-Zellen revertieren konnte. Das Resultat der Komplementa-
tionsanalyse machte visuell deutlich, dass das hMLL Protein einen Einfluss auf die Zell-
morphologie hat. Mittels DNA-Microchip-Hybridisierung wurde jedoch belegt, dass die 
Anwesenheit des hMLL Proteins praktisch keinen Einfluss auf das murine Transkriptions-
muster besitzt. Vermutlich kommt die morphologische Komplementation durch Einfluss 
auf der Protein-Ebene zustande. Das humane MLL Protein besitzt Protein-Bindungsdo-
mänen und interagiert möglicherweise mit murinen Proteinen wichtiger Signalkaskaden. 
 
Die durch die An- oder Abwesenheit des murinen MLL Proteins veränderte intrazellulä-
re Situation, die schliesslich zur morphologischen Veränderung führt, lässt sich z.T. aus 
den Ergebnissen der Affymetrix DNA-Microchip-Hybridisierungen und der subtraktiven 
Klonierungen herleiten. Das in MLL
-/- Zellen identifizierte Gen Rho GTPase activating 
protein (durch susbtraktive Klonierung identifiziert, „sK“) kodiert für ein Protein, das die 
Umstrukturierung von F-Aktin fördert und eine Lamellipodien-Formation (“ruffles“) indu-
ziert, die durch mikroskopische Aufnahmen (s. Kap. 3.2.1) bestätigt wurde. Die Verände-
rung, bzw. die Zerstörung der Aktin-Zytoskelett-Ordnung, die durch Immunfluoreszenz-
Bilder in MLL
-/- Zellen mittels Phalloidin nachgewiesen wurde (s. Kap. 3.2.1), steht mög-
licherweise mit der  Herunterregulation des Actin filament binding protein (sK) im Zu-
sammenhang. Der Verlust der Aktinfilament-Organisation ist ein Charakteristikum von 
Tumorzellen, da die bessere Verformbarkeit die Migration in umliegendes Gewebe erleich-
tert. In den Wildtyp-Zellen, in denen AFAP hoch exprimiert wurde, sind gleichmäßig an-
geordnete Aktinfilamente sichtbar. Im Vergleich beider Zelllinien wurde in den knock-out 
Zellen, durch Verwendung eines anti-Tubulin Antikörpers, eine verstärkte Tubulin Expres-
sion detektiert, die mit den Ergebnissen der subtraktiven Kloniermethodik konform ist. 




4.2.2  Intrazelluläre Lokalisation 
 
Die intrazelluläre Lokalisation bestimmter Proteine ist nur dann eindeutig zuzuordnen, 
wenn die Zelle in dreidimensionaler Struktur betrachtet werden kann. Dies kann mit Hilfe 
des konfokalen Laserscanmikroskops (CLSM) durch optische Schnitte erreicht werden. Da 
sich aufgrund der intrazellulären Lokalisation Schlüsse auf mögliche Funktionen ziehen 
lassen, wurde die Lokalisation der MLL Peptide durch immunohistochemische Experimen-
te näher charakterisiert. 
In der vorliegenden Arbeit konnte belegt werden, dass die intrazelluläre Lokalisation 
beider MLL Peptide in MLL
+/+ Zellen (MLL-N (p300) und MLL-C (p180)) mit den bisher 
bekannten Lokalisationssmustern identisch ist (Hsieh et al., 2003). Mit den monoklonalen 
Antikörpern MAK E3 (gegen Exon 3 in MLL-N gerichtet) und MAK E28 (gegen Exon 28 
in MLL-C gerichtet) wurde die bisher beschriebene gleichmäßig punktierte Fluoreszenz-
verteilung im Zellkern detektiert (s. Kap. 3.2.2 und 3.6.2). Hsieh et al. zeigte in seiner neu-
esten Arbeit, dass die Expression mit anschliessender Prozessierung des MLL Proteins mit 
deletierter FYRC- und SET-Domäne zu einem veränderten Kernlokalisationsmuster führte. 
Die FYRC- und SET-Domäne des MLL-C Peptids sind für die Dimerisierung beider MLL 
Peptide essentiell. Durch fehlende Interaktionsmöglichkeit kommt es folglich zum proteo-
lytischen Abbau des p300 (MLL-N), da seine Stabilität durch intaktes p180 (MLL-C) regu-
liert wird. Mittels monoklonaler Antikörper konnte p300 kaum noch nachgewiesen wer-
den. Das um die beiden Dimerisierungsdomänen verkürzte MLL-C Peptid konnte dagegen 
leicht detektiert werden, wies jedoch ein sehr diffuses Lokalisationsmuster im Zellkern auf. 
Diese Ergebnisse decken sich mit den Resultaten, die in dieser Arbeit erzielt wurden. In 
Kapitel 3.6.1 wird beschrieben, dass in Mll knock-out Zellen ein MLL-N Peptid bis Exon 4 
und ein MLL-C Peptid von Exon 17 bis Exon 37 exprimiert wird. Damit liegt hier eine 
ähnliche Situation wie oben dargestellt vor. Das Fehlen der FYRN-Dimerisierungsdomäne 
im stark verkürzten MLL-N Peptid (Exon 1-4) verhindert die für das gleichmäßig punktier-
te Lokalisationsmuster essentielle Interaktion mit dem MLL-C Peptid. Dieses wird wahr-
scheinlich an der CS1 und CS2 proteolytisch gespalten und generiert das Wildtyp p180. 
Somit konnte, wie zuvor schon von Hsieh et al. beschrieben, durch fehlende Interaktion 
und fehlender subnukleärer Lokalisierungssequenz des p300, aber bei gleichzeitigem Vor-
handensein des MLL-C Peptids, mit dem MAK E28 ein vergleichbares diffuses Kernloka-




tion beider intakter MLL Peptide die zwingend notwendige Voraussetzung für ihre proteo-
lytische Stabilität und die korrekte subnukleäre Lokalisation ist. 
 
4.2.3  Identifizierung von Targetgenen des MLL Proteins 
 
Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass das MLL Protein an Histon- und Chro-
matin-Modulierungen beteiligt ist und damit eine Beeinflussung von Transkriptionsprozes-
sen herbeiführen kann. Die Identifizierung von MLL Targetgenen ist von hoher Relevanz, 
da reziproke Translokationen zur Zerstörung eines MLL Allels, zur Generation von zwei 
funktionsfähigen Derivatproteinen und letztendlich zum fatalen Phänotyp einer Hochrisi-
ko-Leukämie führen. Hinweise über diese Targetgene sind deshalb von Bedeutung, da sie 
möglicherweise durch verringerte MLL Dosis (Reduktion auf ein intaktes Allel) in ihrer 
normalen Transkriptionsstärke verändert werden. Zellen, die eine Translokation im MLL 
Gen tragen, weisen im Gegensatz zu herkömmlichen ALL-Formen ein charakteristisches 
Expressionsprofil auf, das vermutlich auf die Reduktion der MLL Dosis zurückzuführen ist 
(Armstrong et al., 2002). Ebenfalls können die Derivatproteine, die jeweils den N- oder C-
Terminus des nativen MLL Proteins tragen, mit dem MLL MPSC um dessen Targetgene 
kompetieren. Aus den Erkenntnissen über Zielstrukturen und ihre Hoch- oder Herunterre-
gulation, werden Hinweise auf einen möglichen Pathomechanismus erhofft, die als Grund-
lage für die rationale Entwicklung neuer Therapie-Strategien dienen könnten.  
 
Die Durchführung von DNA-Microchip-Hybridisierungen ist heutzutage die „state-of-
the-art“-Methode zur Detektion unterschiedlicher Expressionsmuster. Durch Mitführung 
verschiedenster Kontrollen (s. Kap. 3.2.3) wird die Aussagekraft gesteigert. Die Glaub-
würdigkeit der in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse wird durch bereits publizierte Gene 
bestätigt. So konnten alle in der Literatur bisher als MLL Targetgene identifzierten Gene 
durch die hier durchgeführten Experimente ebenfalls nachgewiesen werden. Dazu gehören 
die verschiedenen Hox Gene: hox a7, hox c8, hox c9 (Milne et al., 2002; Yu et al., 1998), 
iroquois-3  (Netter et al., 1998) und paired-like homeodomain transcription factor 2 
(RIEG/Ptx2/ARP1; Arakawa et al., 1998). 
Aufgrund der Vielzahl der identifizierten Gene werden im Folgenden nahezu aus-
schliesslich die jeweils 40 am stärksten transkriptionell aktivierten Gene der MLL
+/+ und 
MLL
-/- Zellen zur Auswertung herangezogen. Die Ergebnisse der subtraktiven Klonier-




mutlich auf methodische Probleme zurückzuführen ist), scheinen jedoch repräsentativ zu 
sein, da sie zum größten Teil mit den Resultaten der DNA-Microchip-Arrays konform 
sind, darüber hinaus immunohistochemisch bestätigt werden konnten und sich z.T. sinnvoll 
ergänzen (z.B. Fibronectin (sK) und Integrin α7; verstärkte Adhäsion gegenüber der Wild-
typ-Zellen während der Zellkultur). Manche dieser Gene sind sogar durch beide von ein-
ander unabhängigen Methoden identifiziert worden (TGF-β induced protein Beta ig-h3, 
Collagen type VI α3, GDP dissociation inhibitor, cardiac Troponin (Tnnt2)).  
Gene, die durch die subtraktive Klonierstrategie identifiziert wurden, werden im Fol-
genden durch die Abkürzung „sK“ gekennzeichnet. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden DNA-Microchip-Hybridisierungen und subtraktive 
Klonierungen zur Auffindung von MLL Targetgenen durchgeführt, denen ein biologisches 
Testsystem, bestehend aus den zwei isogenen Zelllinien MLL
+/+ und MLL
-/-, zu Grunde 
lag. Die sich daraus ergebenden Daten geben jedoch keinen Hinweis darauf, ob es sich bei 
den identifizierten Genen um primäre oder sekundäre Targets handelt. Zusätzlich wird bei 
den Resultaten, die in dieser Arbeit erzielt wurden, kein Anspruch auf Vollständigkeit der 
MLL Targetgene erhoben. 
Die Vereinigung von RNA Fraktionen für die DNA-Microchip-Hybridisierungen, die 
zu unterschiedlichen Zeitpunkten aus den Zelllinien isoliert wurden, diente zur Sicherstel-
lung eines generalisierten steady-state Zustandes. Zur Verifizierung der Daten wurde sechs 
Monate später eine zweite DNA-Microchip-Hybridisierung durchgeführt. Zur Auswertung 
wurden beide unabhängigen Datensätze herangezogen, wobei aus diesen ein Mittelwert 
gebildet wurde und anschliessend nur die Gene betrachtet wurden, die mindestens um den 
2,5-fachen Wert differentiell exprimiert wurden.  
 
Dieses Verfahren führte zur Identifizierung von 197 MLL Targetgenen. Interessanter-
weise wurden in MLL Abwesenheit (MLL
-/- Zellen) wesentlich mehr Gene transkriptionell 
aktiviert (136), als bei MLL Anwesenheit in den Mll Wildtyp-Zellen (61). Dieses Ergebnis 
spricht für eine Involvierung des MLL MPSC nicht nur in die bisher publizierten chroma-
tinaktivierenden, sondern verstärkt in chromatinreprimierende Prozesse. Aufgrund der     
neuesten Daten aus der Arbeit von Nakamura et al. (2002) kann diese Funktion durch die 
am MLL MPSC beteiligten Faktoren erklärt werden. Neben transkriptionsaktivierenden 




NuRD- und Sin3A-Komplexe, die Histon-Deacetylaseaktivität besitzen und folglich mit 
transkriptioneller Inhibition assoziiert sind.  
 
4.2.3.1  Durch MLL transkriptionell aktivierte Gene 
 
     Differenzierungsprozesse/Organogense 
Gene, die durch das MLL Protein transkriptionell aktiviert wurden, kodieren für Fakto-
ren, die zum größten Teil in embryonale Differenzierungsprozesse involviert sind. Dabei 
spielt die Entwicklung von meso- und ektodermalen Geweben eine besondere Rolle. Col-
lagen type  VI α3 (43-fach hochreguliert), Dimerization cofactor of HNF-1α (40-fach), 
Gremlin (30-fach), TGF-β induced protein Beta ig-h3 (15-fach), GDP dissociation inhibi-
tor D4 (9-fach), Mesenchym forkhead-1 (6-fach), Iroquois-3 (6-fach im 1. Experiment), 
Dermo-1 (6-fach), verschiedene Hox Gene, GATA-6 (4-fach) und LIM-domain containing 
protein kinase (3-fach) sind für die Organogenese von Herz, Leber, Nieren, sensorischen 
Organen, hämatopoietischen Zellen und ebenso für Knochen und Muskeln essentiell. Dies 
gilt ebenso für CLAST5/Hairy-related protein und Interferon-related developmental regu-
lator 1, die durch die subtraktive Kloniermethodik (sK) identifiziert wurden. Zu den akti-
vierten Genen zählen auch solche, deren Expression in Tumorgewebe bekanntermassen 
herunterreguliert ist (Gremlin und TGF-β induced protein Beta ig-h3). 
Besonders hervorzuheben ist die Beteiligung vieler, der durch das MLL Protein indu-
zierten Faktoren, an der Neuronalentwicklung. Neben der Differenzierung zu unterschied-
lichen Hirnarealen durch Collagen type VI α3 , Mesenchym forkhead-1 und LIM-domain 
containing protein kinase, wurden Gene identifiziert, deren exprimierte Proteine maßgeb-
lich an Regenerationsprozessen beschädigter Neurone beteiligt sind (Small proline-rich 
protein 1A (6-fach), Small inducible Cytokine A9 (5-fach)). Die Involvierung des MLL 
Proteins in neuronaler Entwicklung konnte bereits durch in situ Hybridisierungsexperimen-
te belegt werden. Ein MLL•LacZ Fusionsprotein wurde in heterozygoten Mäusen haupt-
sächlich in ZNS, Herz und Leber exprimiert (Ayton and Cleary, 2001; Yu et al., 1995). 
Diese Daten sind konform mit Ergebnissen aus Untersuchungen im Maussystem und an 
humanen Geweben (Butler et al., 1997), wo neben den oben genannten Organen der Ex-
pressionslevel des MLL Proteins im Gehirn am höchsten ist. 
Der Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist wird in MLL
+/+ Zellen, im Gegensatz zu den   
MLL




rung in inflammatorische Prozesse und die Immunantwort essentiell für die Embryoim-
plantation in den Uterus und die korrekte Blastomer-Teilung. 
 
Zytoskelettorganisation 
Neben den differenzierungsspezifischen Genen konnten weitere gefunden werden, die 
für die Aufrechterhaltung eines stabilen Zytoskeletts wichtig sind. Die Organisation des 
Zytoskeletts ist für alle intrazellulären Mechanismen von Bedeutung: von Vesikeltransport, 
über Abläufe von Signalkaskaden bis hin zur mitotischen Teilung. Es wurden verschiedene 
Hitzeschock-Proteine (HSP 70, HSP 74, HSP 84 und OSP94) und das Actin filament asso-
ciated protein (AFAP-110) identifiziert (alle sK), die an der Zytoskelett-Organisation be-
teiligt sind.  
 
Tumorsuppressoren 
Das MLL Protein induziert ebenfalls Gentranskription von Genen, die für Tumor-
suppressoren kodieren. Die Tatsache, dass bei einer Translokation des MLL Gens nur ein 
intaktes Allel verbleibt, was zu einer MLL Protein-Dosisreduktion führt, könnte diesbezüg-
lich ein Teilaspekt für die pathologische Entartung hämatopoietischer Zellen sein. Identifi-
ziert wurden Gene, die für die Zellzyklus-Inhibitoren p27kip1, Growth arrest specific 1, 
Ribosomal protein L9 (sK) und Lysyl oxidase (sK) kodieren.  
 
Wundheilungsprozesse 
MLL scheint generell Mechanismen zu beeinflussen, die eine Rolle bei Wachstum und 
Entwicklung spielen. Dazu gehören auch Wundheilungsprozesse, deren beteiligte Faktoren 
zum größten Teil durch MLL und/oder TGF-β induziert werden. TGF-β ist ein essentieller 
Faktor bei Proliferations- und Differenzierungsprozessen, ganz besonders jedoch bei den 
unterschiedlichen Stadien der Wundheilung. MLL scheint in einer bisher unbekannte Wei-
se TGF-β zu regulieren, da in MLL
+/+ Zellen viele Proteine transkriptionell aktiviert vorla-
gen, die bekanntermassen durch TGF-β induziert werden. Dazu gehören Ectonucleotide 
pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 (52-fach hochreguliert), Collagen type VI α3 (43-
fach), HSP 70 (sK), TGF-β induced Beta ig-h3 (15-fach) und Lysyl oxidase (Tumor-
suppressor, sK). Zusätzlich wird der Faktor Latent TGF-β binding protein 1 in MLL
+/+ 
Zellen identifiziert, der die TGF-β Signalkaskade verstärkt, indem er TGF-β seinem Re-
zeptor zuführt und vor proteolytischem Abbau schützt. Die Wundheilung lässt sich in meh-




agiert der Faktor Thrombomodulin (10-fach hochreguliert), der als Co-Faktor die Throm-
bin-Wirkung der Gerinnungskaskade verstärkt. Im nächsten Schritt wird durch den 74-fach 
hochregulierten Interleukin-1 Rezeptor-Antagonist eine nachfolgende Entzündungsreak-
tion weitestgehend verhindert, bzw. gemildert. An der Bindegewebssynthese und der Or-
ganisation/Remodulierung neuer Zellen, sind viele der identifizierten Gene beteiligt: Mito-
gen regulated protein/proliferin (240-fach hochreguliert), das für den Wachstumsfaktor 
Proliferin kodiert, TGF-β induced Beta ig-h3 (15-fach), Dermo-1 (6-fach, Dermatozyten-
Differenzierung), Glycosyltransferase (sK, Zell-Zell Verbindung über ECM Proteine) und 
Lysyl oxidase (sK, fördert cross-linking von Kollagen und Elastin für die ECM). Zusätzlich 
fördern manche der genannten Faktoren die Neovaskularisierung, die für die Entstehung 
und Funktionalität des neuen Gewebes essentiell ist: Mitogen regulated protein/proliferin, 
TGF-β induced Beta ig-h3 und Latent TGF-β binding protein-1. Dabei darf jedoch nicht 
ausser Acht gelassen werden, dass ebenfalls ein Angiogenese-Inhibitor (Thrombospondin 
2) und die schon bereits genannten Zellzyklus-Inhibitoren identifiziert wurden. Für die 
Aufrechterhaltung einer normalen Funktionalität der Zelle müssen aktivierende und repri-
mierende Faktoren vorhanden sein, jedoch darf das vorherrschende Gleichgewicht nicht in 
eine Richtung verschoben werden.  
Demgegenüber wurden in Abwesenheit des MLL Proteins keine Gene hochreguliert, die 
TGF-β abhängig sind. Das Genprodukt von HNF-3/forkhead homolog (Brain factor 1; 110-
fach überexprimiert) blockiert sogar die TGF-β Signalkaskade. Auch Decorin (11-fach) 
hemmt die TGF-β Aktivität. An diesem Beispiel wird die antagonistische Gegenregulation 
bei An- oder Abwesenheit des MLL Proteins deutlich. 
 
Hämatopoiese 
Die Tatsache, dass eine Translokation in das MLL Gen zu einer pathologischen Prolife-
ration von Lymphoblasten führt, wirft die Frage auf, inwieweit MLL in die Hämatopoiese 
involviert ist. Mittels der DNA-Microchip-Arrays konnten Gene identifiziert werden, die 
durch das MLL Protein induziert wurden und die Hämatopoiese initiieren, bzw. fördern. 
GDP dissociation inhibitor D4 (preferentially expressed in hematopoietic cells) wurde 
durch die Anwesenheit des MLL Proteins, im Vergleich zum Expressionsmuster der Mll 
knock-out Zellen, um den 10-fachen Wert hochreguliert. Dieser Faktor wird im Dottersack 
während der frühesten Hämatopoiese exprimiert. Es ist anzunehmen, dass Entwicklungs-
störungen in der Blutbildung resultieren, wenn dieses Protein zu jenem spezifischen Zeit-




related developmental regulator 1 (sK). Dieser Faktor wurde nach der Gastrulation im Le-
ber-Frühstadium detektiert, wo im Anschluss an die frühe Hämatopoiese im Dottersack die 
erste „richtige“ Blutbildung stattfindet.  
Das Oberflächen-Antigen CD53 wird in den Wildtyp-Zellen ebenfalls durch MLL 
hochreguliert. Es ist jedoch bekannt, dass CD53 ein Targetgen des Tanskriptionsfaktors 
Pu.1 ist (Henkel et al., 2002), der in die Synthese und Differenzierung hämatopoietischer 
Zellen involviert ist. Dessen cDNA ist leider auf den Affymetrix Arrays nicht vorhanden 
ist, so dass keine Aussage über seinen Expressionsstatus gemacht werden kann. Wahr-
scheinlich ist CD53 kein primäres, sondern ein sekundäres MLL Target. Sollte MLL die 
Pu.1 Transkription aktivieren, können Rückschlüsse über einen Zusammenhang zwischen 
MLL An-/Abwesenheit und Leukämien gezogen werden. In Experimenten wurde bereits 
gezeigt, dass heterozygote Pu.1
+/- Mäuse hämatopoietische Reifungsdefekte aufweisen 
(Henkel et al., 2002), was für die notwendige Anwesenheit von Pu.1 zur Entwicklung 
funktionsfähiger myeloischer und lymphatischer Linien spricht. Diese Erkenntnis lässt die 
Vermutung zu, dass ein heterozygot vorliegendes MLL
+/- Allel möglicherweise mit einem 
heterozygoten PU.1
+/- Allel vergleichbar ist. Das wäre ein hypothetischer Erklärungsansatz 
für auftretende Reifungsdefekte von Lymphozyten mit MLL Translokationen (MLL
+/- Ge-
notyp). Die Hypothese wird gestützt durch die Tatsache, dass in manchen AML-Patienten 
ein mutiertes PU.1 Gen nachgewiesen wurde (Lamandin et al., 2002). 
 
In der Literatur wird beschrieben, dass die meisten Hox Gene der Cluster A, B, C und D 
an Differenzierungsvorgängen und der Hämatopoiese während der Embryonalentwicklung 
beteiligt sind (Magli et al., 1997). In MLL
+/+ Zellen liegen hox a7, hox b9, hox c8 und    
hox c9 verstärkt exprimiert vor.  
 
Die meisten Gene, die durch die subtraktive Kloniermethodik identifiziert wurden, sind 
leider nicht auf den Affymetrix DNA-Microchips vorhanden. Daher bleibt es spekulativ 
anzunehmen, ob nicht z.B. die verschiedenen Mitglieder der Hitzeschock-Proteinfamilie 
(HSP 70, 74, 84 und OSP 94) dort ebenfalls identifiziert worden wären. Hybridisierungen 
von MLL
+/+ cDNA mit Filter Arrays (Fa. Clontech) bestätigen jedoch die differentielle 
Expression von HSP 84 (Ute Bangerter, bisher unveröffentlichte Daten).  
 
 





Arbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe führten zu einer Verifizierung der DNA-
Microchip-Array Daten. Für fünf der am stärksten hochregulierten Gene (IL-1R antagonist, 
Collagen type VI α3, Matrix γ-carboxyglutamate protein, Angiotensinogen, TGF-β in-
duced protein Beta ig-h3) wurden semi-quantitative RT-PCR Experimente durchgeführt, 
die aufgrund ihrer Bandenstärke im Agarosegel die differentielle Expression, nach 25, 30 
und 35 Zyklen, deutlich bestätigten.  
Des Weiteren wurden RT-PCR Reaktionen mit RNA aus SEM Zellen durchgeführt. 
Hierbei handelt es sich um humane t(4;11) Zellen, die aus einem Patienten mit einer ALL 
isoliert wurden (Greil et al., 1994). Mittels dieser Experimente sollte eine Aussage über die   
Übertragbarkeit der aus den murinen Zellen gewonnenen Daten auf humane Leukämie-
Zellen mit MLL Translokation gewonnen werden. Gene, die in MLL
+/+ Zellen extrem 
hochreguliert wurden, sollten theoretisch in den SEM Zellen weniger stark (durch das Feh-
len eines MLL Allels bedingt) exprimiert werden. Die Gene Gremlin, GDP dissociation 
inhibitor D4, Adenyl cyclase associated protein, Growth arrest specific 1, CD53 und noch 
weitere, wurden mit SEM cDNA deutlich amplifiziert (Tanja Lehmann, Daten nicht ge-
zeigt). Zum Vergleich stand keine gesunde B-Zelllinie zur Verfügung. Durch das in SEM 
vorliegende intakte MLL Allel ist die Beeinflussung der Genexpression durch Mangel an 
MLL Protein vermutlich schwächer ausgeprägt als in MLL
-/- Zellen. 
Für 7 weitere Gene, die in MLL
+/+ Zellen hochreguliert wurden, konnte in SEM Zellen 
keine Expression nachgewiesen werden. Diese Tatsache könnte die Hypothese stützen, 
dass ihre Expression in t(4;11) Zellen durch die Zerstörung eines MLL Allels stark redu-
ziert, bzw. nicht vorhanden ist. Hierbei handelt es sich um die wichtigsten embryonalen 
Differenzierungsgene, die in dieser Arbeit identifiziert wurden (Mesenchym forkhead 1, 
Dermo-1, hox A7, TGF-β induced protein Beta ig-h3, LIM-domain containing protein ki-
nase, Brain factor 2, Small proline-rich protein 1A). 
 
4.2.3.2  Durch MLL reprimierte Gene  
 
Wie schon eingangs in Kap. 4.2.3 erwähnt, werden gemäß den mit dieser Arbeit ge-
wonnenen Erkenntnissen durch das MLL Protein wesentlich mehr Gene in ihrer Transkrip-
tion reprimiert als aktiviert (
2/3 vs. 
1/3). Diese Tatsache ist bemerkenswert, weil dem MLL 




chen wurde. Scheinbar üben die transkriptionsreprimierenden Komplex-Faktoren mit 
Histon-Deacetylaseaktivität einen stärkeren Einfluss aus, als bisher angenommen wurde. 
Die Abwesenheit des MLL Proteins ist verbunden mit der Expression vieler interessan-
ter Targetgene, die möglicherweise einen funktionellen Beitrag zur Leukämogenese lie-
fern. Für einige dieser Gene wird bereits eine Funktion in der Tumorentstehung vermutet, 
andere werden bereits als Tumormarker in der Diagnostik verwendet. 
 
Tumorgenese/Tumormarker 
Serine protease inhibitor 4 (PN1, Protease Nexin 1), in MLL
-/- Zellen 110-fach hochre-
guliert, spielt eine Rolle in der Tumorentstehung, bei Gewebeveränderungen und in der 
zellulären Invasivität (Kim et al., 2001). Dieses Gen wird ebenfalls in der humanen t(4;11) 
Zelllinie SEM extrem stark exprimiert, was aus der MLL Dosisreduktion resultieren könn-
te. Für das Protein FBJ osteosarcoma oncogene konnte bereits transformierendes Potential 
bewiesen werden, das letztendlich zu Osteosarkomen und Lymphomen führt. TALLA-1 ist 
ein Tumormarker für T-ALL Zellen (Takagi et al., 1995). Ebenso sind die Proteine Tumor 
protein D52-like (auch in Leukämie-Zellen überexprimiert) und Tenascin C Tumormarker, 
die für die Diagnostik von Mamma- und Ovarialkarzinomen von enormer Bedeutung sind 
(Wilson et al., 1999). Tenascin C protagiert über einen pro-angiogenetischen Mechanismus 
die Neovaskularisierung im Tumorgewebe. In vielen primären Tumoren und Krebszellli-
nien wurde Cathepsin-Z-precursor detektiert, der in die Entwicklung von Karzinomen in-
volviert sein soll (Santamaria et al., 1998). Das gleiche gilt auch für Necdin-like protein 2.  
Durch die subtraktive Kloniermethodik wurden weitere Gene identifiziert, die mit 
Tumorentstehung in Verbindung gebracht werden können. Eine Überexpression von CASP 
(cux, Hox Gen) und Thrombospondin1 (THBS1) wurde in verschiedenen Tumoren bereits 
beobachtet, wo sie zur verstärkten Invasion maligner Zellen beitrugen. Cathepsin D, eine 
estrogenabhängige Aspartat-Protease, wird bei Mammakarzinomen hochreguliert. BPOZ, 




Einige weitere in Mll knock-out Zellen hochregulierte Gene, die auch in t(4;11) Leukä-
mie-Zellen verstärkt exprimiert wurden, sind in Signaltransduktionskaskaden und der 
Steuerung des Zellzyklus involviert. TOB und ANA sind Komponenten des CCR4 




ist (Yoshida et al., 2001). GM2 activator protein ist ebenfalls eine Zellzyklus Komponente. 
Eine Störung der Komplex-Zusammensetzung durch Überexpression dieser Proteine könn-
te negativen Einfluss auf die Mitose-Steuerung haben, zu einem Ausbruch aus dem norma-
len Zellzyklus und folglich zur unkontrollierten Proliferation führen. Gleizeitig werden 
Gene überexprimiert, die durch Förderung des Nukleotid-Metabolismus (Nudt4,  CASP, 
beide sK) und der Membran-Biosynthese (Phospholipid transfer protein, sK), Prolifera-
tionsprozesse unterstützen. Im Zusammenspiel mit der Hochregulation anderer Proto-
Onkogene kann diese entkoppelte Zellzyklus-Kontrolle die Grundlage onkogener Mecha-
nismen darstellen.  
Ebenso kann eine Überexpression von SRCASM (Src activating signaling molecule), 
durch Störung der regulatorischen Untereinheit der Phosphoinositol-3-Kinase, zu einer 
Störung zahlreicher zellulärer Signalkaskaden führen (Seykora et al., 2002). 
 
Zytoskelettorganisation/Zellmigration 
Hervorzuheben sind die zahlreichen Faktoren, die durch Veränderungen der extrazellu-
lären Matrix (ECM) und Zytoskelett-Organisation, Zellmigration fördern. Bei gleichzeiti-
ger Transformation der Zelle durch Hochregulation von onkogenen Faktoren, kann eine 
Umstrukturierung der ECM in Kombination mit Aktin-Modulation, zu fatalen Folgen hin-
sichtlich Organ-Infiltrierung und Metastasierung führen.  
Fibronectin (FN, sK) und Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) gehören zu den Tar-
getgenen, die durch Mangel an MLL Protein positiv reguliert werden. FN ist einer der 
wichtigsten Komponten der extrazellulären Matrix und maßgeblich an Migra-
tionsmechanismen beteiligt (s. Kap. 3.2.3.2). Daneben wird SDF-1 von Stroma-Zellen im 
Knochenmark exprimiert, dient als Wachstumsfaktor und fördert dort, aufgrund seiner 
chemotaktischen Eigenschaften, das homing von hämatopoietischen Vorläufer-Zellen. In 
drei unabhängigen Arbeiten wurde gezeigt, dass Fibronectin (auf Filter aufgebracht oder in 
löslicher Form) den chemotaktischen Einfluss des SDF-1 auf CD34-positive
  Knochen-
markszellen von AML-Patienten, Vorläufer-Zellen aus CML-Patienten und pre-B Zellen 
aus ALL-Patienten, erheblich steigert und deren Migration fördert (Bhatia et al., 2001; 
Sbaa-Ketata et al., 2001; Voermans et al., 2002). Interessanterweise wurde ebenfalls der 
Stammzell-Marker CD34 in MLL
-/- verstärkt transkribiert (um den Faktor 110), der evtl. 
bei der FN/SDF-1 vermittelten Migration eine bislang unbekannte Rolle spielt. Die ver-
stärkte Infiltration leukämischer t(4;11) Blasten ins ZNS und andere Organe, könnte mög-




Kloniermethodik wurde das Gen Rho GTPase activating protein in MLL
-/- Zellen als über-
exprimiert identifiziert. Dessen Genprodukt fördert die Polymerisation von F-Aktin und 
induziert dadurch eine Lamellipodien-Formation in MLL
-/- Zellen (morphologisch eindeu-
tig charakterisierbar, s. Kap. 3.2.1), die ebenfalls zu erhöhter Zell-Mobilität führt. Weitere 
Faktoren, die durch MLL Mangel hochreguliert werden und durch Strukturveränderungen 
der ECM das Migrationsverhalten von Zellen fördern, sind Serine protease inhibitor 4 
(PN-1), die beiden Matrix-Metalloproteinasen Stromelysin 2 (MMP10) und Stromelysin 3 
(MMP11; Rosenberg, 2002), das Proteoglykan Decorin und Glypican 4. 
 
Inhibition von Proteindegradation 
Mit der 7-fachen Überexpression des Gens, das für Suppressor of mif two 3 (SUMO) 
kodiert, wird ein Faktor hochreguliert, der durch Konjugation andere Proteine vor proteo-
lytischem Abbau schützt. Liegt dieser Fakor aufgrund verstärkter transkriptioneller Induk-
tion in größeren Mengen im Zellkern vor kann nicht ausgeschlossen werden, dass zusätz-
lich „Nicht-Target-Proteine“ vor Abbau durch das Proteasom geschützt werden. Dabei 
könnte es sich theoretisch auch um hochregulierte Proteine mit onkogenem Potential han-
deln.  
 
Inhibition von Differenzierungsprozessen 
Die Transkripte für das Protein RBP associated molecule RAM14-1, eine Spleiss-
Variante des Kyo-T Gens, wurde in den Mll knock-out Zellen um den Faktor 80 hochregu-
liert. Durch Blockade der  Notch-1 Signalkaskade nimmt dieser Faktor erheblichen negati-
ven Einfluss auf wichtigste Entwicklungsprozesse (s. Kap. 3.2.4.2). Hierdurch werden z.B. 
hes Gene in ihrer Transkription gehemmt. Im Gegensatz dazu wurde bei Anwesenheit des 
MLL Proteins (MLL
+/+ Zellen) eines der hes Gene (CLAST5/Hairy-related protein, sK) 
verstärkt transkribiert. Die Tatsache, dass Notch-1 und RBP-Jκ  knock-out Mäuse zum     
exakt gleichen Zeitpunkt wie Mll
-/- Mäuse (Tag 10,5 p.c.) sterben, lässt Schlüsse auf Zu-
sammenhänge zwischen diesen drei Faktoren zu. Möglicherweise sind die Blockade der 
Notch-1 Kaskade und die dadurch gehemmte Embryonalentwicklung für die Letalität der 
Mll knock-out Mäuse ursächlich.  
Das humane Homolog zu RAM14-1, FHL-1C sowie die ungespleisste Form, wurden in 
MLL
-/- Zellen und der t(4;11) Zelllinie SEM (ein intaktes MLL Allel) sehr stark exprimiert. 
In MLL
+/+ Zellen wurde nur eine abgeschwächte Expression detektiert. Im Gegensatz dazu 




gewiesen werden (Daten nicht gezeigt, Tanja Lehmann). Diese Tatsache könnte allein 
durch die MLL Dosisreduktion begründet sein. Eine mögliche Beeinflussung durch die 
Derivatproteine darf jedoch nicht ausser Acht gelassen werden.  
Im Hinblick auf die Expression von T-Zell Markern in der pro-B Zelllinie ist dieses Er-
gebnis von Bedeutung. SEM Zellen exprimieren lymphoide sowie myeloische Marker. 
Mittels RT-PCR Reaktionen konnte eine GATA-3 Expression nachgewiesen werden (Ute 
Bangerter, unpublizierte Daten), die normalerweise ausschliesslich bei T-Zellen vorkommt 
und bisher nicht in der normalen B-Zell Entwicklung nachgewiesen werden konnte 
(Oosterwegel et al., 1992).  
RAM14-1 hemmt den für die Lymphopoiese wichtigen Notch-1 Signalweg und für das 
humane Homolog wird die gleiche Funktion postuliert. Der Notch-1 Signalweg dirigiert 
lymphoide Vorläuferzellen in Richtung T-Zell-Entwicklung und inhibiert die Differenzie-
rung von Monozyten und B-Zellen (De Smedt et al., 2002). Erwartungsgemäss wurden 
deshalb keine FHL-1C Transkripte in Jurkat Zellen (T-Zellen) nachgewiesen. In murinen 
Lymphknoten und normalen B-Zelllinien wurde bisher in Experimenten keine Expression 
der gespleissten und ungespleissten Form detektiert (Taniguchi et al., 1998). Die Inhibie-
rung des Notch-1 Signalweges in SEM Zellen durch FHL-1C, ausgelöst durch Mangel an 
MLL Protein, könnte eine Erklärung sein, warum sich SEM Zellen trotzt GATA-3 Expres-
sion nicht zu T-Zellen entwickeln können. Da eine gestörte Regulation der Notch-
Signalkaskade in humanen und murinen T-Zellen zu Leukämien führt (Izon et al., 2002), 
wäre eine Involvierung von FHL-1C in den Pathomechanismus von Hochrisiko-
Leukämien durchaus denkbar. Um weitere Schlüsse ziehen zu können, müsste zunächst 
abgesichert werden, dass FHL-1C in gesunden humanen B-Zellen nicht exprimiert wird 
und die Expression in SEM Zellen somit ein Charakteristikum der transformierten Zelllinie 
darstellt. 
Nakamura et al. (2002) entdeckte das Protein Symplekin als Komponente im MLL 
MPSC. Dieser Faktor interagiert mit Huntingtin und ist an RNA Prozessierungsmechanis-
men beteiligt. In Mll Wildtyp-Zellen, in denen die Assemblierung des MLL MPSC durch 
Dimerisierung beider MLL Peptide induziert wird, ist die gespleisste Variante des Kyo-T 
Gens (RAM14-1) nur abgeschwächt detektierbar. Da die beiden intakten MLL Peptide die 
zwingend notwendigen Grundkomponenten zur Bildung des MLL MPSC sind, kann eine 
Assemblierung dieses multimeren Komplexes in MLL
-/- Zellen nicht erfolgen. Es ist nun 
anzunehmen, dass das unkomplexiert vorliegende Symplekin zusammen mit Huntingtin 




lich wurde mit Hilfe der subtraktiven Klonierung in MLL
-/- Zellen CASP, eine Spleiss-
Variante des CDP Gens, identifiziert.  
 
Oberflächenproteine 
Über die Funktion und die Expressionsmuster des murinen Stammzell-Antigens CD34 
ist bisher wenig bekannt. Dieses Gen wurde in Abwesenheit des MLL Proteins um den 
Faktor 110 hochreguliert. Eine Modellvorstellung, in der Stammzellen mit hohen Expres-
sionsraten von CD34-Oberflächenprotein folglich ihr Mll Gen abgeschaltet haben, könnte 
aus diesen Erkenntnissen formuliert werden. Während hämatopoietischer Differenzierung 
wird das Mll Gen aktiviert und die CD34 Expression reprimiert. Sollte sich dieser Mecha-
nismus auf humane hämatopoietische Stammzellen übertragen lassen, hätte man z.B. durch 
RNAi Techniken die Möglichkeit, eine Langzeit-Kultivierung dieser Zellen ohne Verlust 
ihres Differenzierungspotentials durchführen zu können. 
 
Verifizierung 
Durch semi-quantitative RT-PCR Analysen mit cDNA aus der humanen t(4;11) Zellli-
nie SEM sollte eine Aussage über die Übertragbarkeit der murinen Daten auf humane Leu-
kämie-Zellen gewonnen werden. Die folgenden Gene wurden, wahrscheinlich bedingt 
durch die MLL Dosisreduktion, in SEM Zellen ebenfalls stark bis sehr stark exprimiert: 
vascular Smooth muscle α actin, Serine protease inhibitor 4, RBP associated molecule 
RAM 14-1, TALLA-1, SRCASM, Nectin-like protein 2, Adhesion protein RA175C, Four and 
a half LIM-domain 1, Cathepsin Z precursor, GM2 activator protein und TOB (RT-PCR 
Experimente, Tanja Lehmann). Bei diesen Genen handelt es sich um solche, die zum größ-
ten Teil bewiesenermaßen an onkogenen Prozessen beteiligt sind. Es standen jedoch keine 
Daten aus gesunden B-Zellen für einen Expressionsvergleich zur Verfügung, weshalb die 
Beurteilung dieser Ergebnisse zu Zeit nicht möglich ist. Allerdings werden diese Untersu-
chungen momentan in der Arbeitsgruppe durchgeführt. 
 
Bei der Betrachtung der Funktionen identifizierter MLL Targetgene wurde eine Reihe 
von Hinweisen erhalten, dass diese Genprodukte z.T. aktiv an der Enstehung von Leukä-
mien beteiligt sein könnten. Zahlreiche Zusammenhänge zwischen einzelnen Faktoren und 
bereits publizierten onkogene Prozessen tragen möglicherweise zur Aufklärung des bisher 




Die Reduktion der MLL Proteindosis führt über die Aktivierung bestimmter Mechanis-
men zur Zelltransformation mit der Folge der Tumorentstehung. Dazu gehören verstärkte 
Proliferation durch Fehlsteuerung des Zellzyklus und gesteigerter Nukleotid-Biosynthese, 
erhöhte Migrationsaktivität durch veränderte ECM mit der Folge von Metastasie-
rung/Organinfiltration, erhöhter Schutz vor proteolytischem Abbau nukleärer (Onko-) Pro-
teine, und der Generation von Spleiss-Varianten mit z.T. negativem Einfluss auf verschie-
dene Differenzierungsprozesse. Der zusätzliche Einfluss der reziproken Derivatproteine 
auf pathologische Prozesse muss ebenfalls Beachtung finden und wird im Rahmen einer 
anderen Dissertation untersucht werden. Für manche dieser Fusionsproteine wurde ein 
onkogenes Potential bereits nachgewiesen. Zu diesen kummulativen Effekten mit negativer 
Ausprägung hinsichtlich der Leukämogenese kommt noch hinzu, dass eine Gegenregula-
tion durch MLL induzierte Expression von Tumorsuppressoren (verschiedene Zellzyklus-
Inhibitoren) fehlt. Daher ist es nicht verwunderlich, dass aus der Kombination dieser hoch- 
und herunterregulierten Faktoren eine Transformation resultieren kann. Diese Ergebnisse 
werden durch die Tatsache gestützt, dass für viele der in dieser Arbeit identifizierten Gene 
in MLL
-/- Zellen, eine Involvierung in Tumorerkrankungen bereits belegt wurde. Für eine 
Übertragbarkeit der erhaltenen murinen Expressionsdaten auf das humane System, müssen 
allerdings noch weitere Experimente durchgeführt werden.  
 
 
4.3  Proteomanalyse 
 
Mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese lassen sich mehrere tausend Pro-
teine einer Zelle trennen, auf einem Gel darstellen und durch Kopplung an hochauflösende 
massenspektrometrische Verfahren charakterisieren. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse 
lassen sich zur Struktur- und Funktionsaufklärung der einzelnen Proteine in der Zelle nut-
zen. Proteomics stellt somit einen neuen Ansatz dar, der die molekularen DNA- und RNA-
Methoden sinnvoll komplementiert, der aber auch limitiert ist, weil nur diejenigen Proteine 
erfasst werden können, die in ausreichenden Mengen in einer Zellpopulation vorhanden 
sind. Das Ziel dieser Experimente bestand in der Verifizierung der zuvor durch DNA-
Microchip-Arrays gewonnenen Daten differentieller Gentranskription auf der Protein-
Ebene. 




Die Trennung von Kern- und Plasmaproteinfraktionen  erbrachte  zusammen  mit  der      
etablierten Durchführung der 2D-Gelelektrophorese mit anschliessender Fluoreszenzfär-
bung gute Resultate. Zur Detektion der Proteine im zweidimensionalen Polyacrylamidgel 
wurde der Fluoreszenz-Farbstoff Ruthenium-II tris(bathophenan-throlindisulfonat) 
(RuBPS) verwendet, der sich für eine schnelle und unproblematische Fluoreszenz-
Bestimmung eignet. Dieser metallorganische Chelatkomplex bindet nichtkovalent an Pro-
teinstrukturen und zeigt eine Sensitivität bis in den Nanogrammbereich (~100 ng). Vorteile 
gegenüber herkömmlichen Silberfärbungen sind zum einen das Fehlen von unspezifischen 
Hintergrundfärbungen und Überfärbungen, sowie zum anderen die bessere Quantifizier-
barkeit, Reproduzierbarkeit (durch „steady-state staining“) und MALDI-TOF MS Kompa-
tibilität. Quantifizierungen von Proteinen mit Hilfe von Silberfärbungen (z.B. nach 
(Shevchenko et al., 1996) sind wesentlich ungenauer, da der lineare Bereich nur sehr ge-
ring ist und für manche Proteine gar keine Linearität besteht. Die Nachweisgrenze für Pro-
teine mit Silberfärbung ist jedoch weitaus niedriger. 
Die jeweils 6 produzierten 2D-Gele beider Zelllinien bezüglich der Plasmaproteinfrak-
tionen waren absolut reproduzierbar und liessen die Detektion differentiell exprimierter 
Proteine zu. Diese wurden nach einem Trypsin-Verdau aus dem Gel eluiert und massen-
spektrometrisch vermessen, konnten bisher jedoch noch nicht identifiziert werden. Ursache 
dafür könnte zum einen die noch nicht optimierte Protein-Elution, sowie die Art der Pro-
benaufbereitung für die MALDI-TOF massenspektrometrische Untersuchung sein. Zu-
nächst müsste durch weitere Vorversuche geklärt werden, welche Matrix (DHB oder 
HCCA) für diese Proteine am besten geeignet ist. Andererseits kann die Peptid-Quantität 
den limitierenden Faktor darstellen. Durch poolen gleicher Spots aus mehreren Gelen 
könnte hier Abhilfe geschaffen werden, vorausgesetzt, dass die Isolierung identischer 
Spots sichergestellt werden kann. Nachdem durch die Erstellung des Match-Sets die Posi-
tion der differentiellen Proteine bekannt ist, wäre die Verwendung von DryStrips, die nur 
einen kleinen pH-Bereich um deren IEP aufweisen, die vielversprechenste Lösung. Es 
könnte dadurch eine wesentlich größere Proteinmenge aufgetragen werden, von der aus-
schliesslich die Proteine mit dem entsprechenden isoelektrischen Punkt in das Gel wandern 
und schliesslich in der 2. Dimension aufgetrennt werden. Durch diese Methode würde die 
Proteinmenge für folgende Experimente erhöht und gleichzeitig die Spotanzahl auf dem 
Gel verringert werden. Im Anschluss sollte dann eine Protein-Identifizierung mittels 
MALDI-TOF MS möglich sein. 




Der Proteom-Vergleich von MLL
+/+ und MLL
-/- Zellen (bezüglich der Zytoplasmapro-
teine) ergab, dass die Fraktionen der Wildtyp-Zellen 8 und die der knock-out Zellen 12 
exklusiv exprimierte Proteine aufwiesen. Bei beiden Zelllinien wurden zusätzlich je 6 Pro-
teine um mindestens das Zweifache über-, bzw. unterexprimiert. In Relation zu den Ergeb-
nissen der Transkriptom-Vergleiche (DNA-Microchip-Arrays), konnte mit der zweidimen-
sionalen Gelelektrophorese nur ein Bruchteil detektiert werden. Die Relation zwischen der 
Anzahl von transkriptionell aktivierten Genen der MLL
-/- Zellen und der MLL
+/+ Zellen 
konnte jedoch auf Protein-Ebene durch die 2D-Gelelektrophorese bestätigt werden. Die 
DNA-Microchip-Arrays zeigten, dass wesentlich mehr Gene in den knock-out Zellen hoch-
reguliert wurden. Parallel dazu konnten auch mehr differentielle Protein-Spots auf dem 
MLL
-/- Gel identifiziert werden.  
Der limittierende Faktor ist die Proteinmenge, da mittels Fluoreszenzfärbung nur Pro-
tein-Spots größer als 100 ng detektiert werden konnten. Stark überexprimierte Struktur- 
und Matrixproteine, sowie am Zell-Stoffwechsel beteiligte Enzyme sollten somit theo-
rethisch auf einem 2D-Gel sichtbar sein.  
Zur Detektion von Kernproteinen ist die Methode der zweidimensionalen Gel-
elektrophorese scheinbar nicht geeignet. Obwohl gut auswertbare 2D-Gele gewonnen wur-
den, konnte bei den Kern-Proteinfraktionen beider Zelllinien nur je ein überexprimiertes 
Protein detektiert werden. Die meisten Kernproteine, die in diesem Fall von Bedeutung 
waren, sind Transkriptionsfaktoren. Deren Vorkommen in der Zelle ist so gering, dass 
auch eine 10-fache Überexpression eines solchen Faktors nicht ausreicht, um ihn unter 
Verwendung dieser Methode detektieren und identifizieren zu können.  
Zur Erhöhung der Nachweisgrenze könnte auf eine empfindlichere Färbemethode, zum  
Beispiel die Silberfärbung nach Shevchenco, zurückgegriffen werden, die jedoch in ande-
ren Bereichen Nachteile (z.B. schlechtere MALDI Kompatibilität) aufweist. Ebenfalls 
könnten in weiteren Experimenten DryStrips mit einem geringeren pH-Bereich gewählt 
werden, die das Auftragen größerer Proteinmengen und dadurch eine bessere Detektion 
erlauben. Trotz dieser Möglichkeiten zur Optimierung bleibt die Detektion differentiell ex-









4.4  Komplementationsstudie 
 
Das Komplementationsexperiment wurde u.a. vor dem Hintergrund durchgeführt, die 
Eignung des Testsystems zu überprüfen. In verschiedenen Experimenten (DNA-
Microchip-Arrays) wurde der Einfluss humaner Proteine (hMLL und die Derivatproteine 
der4, der11 und der4/11) auf das murine Genom untersucht. Daraufhin musste analysiert 
werden, ob diesbezüglich die Beibehaltung der Funktionalität bei der Überschreitung der 
Artengrenze überhaupt möglich und auswertbar ist. Für diese Analyse eignete sich die sta-
bil transfizierte Zelllinie MLL
-/-::hMLL im Vergleich zur Wildtyp Linie MLL
+/+. 
Es sollte überprüft werden, ob das humane MLL Protein die endogene Funktionalität 
des murinen Proteins in den MLL
-/- Zellen komplementieren kann. Bei einem positiven 
Ergebnis hätte das Transkriptionsmuster der Transfektande im Wesentlichen dem der mu-
rinen Wildtyp-Zellen entsprechen müssen. Die Scatter-Blot Darstellung des Vergleichs von 
MLL
-/- mit MLL
-/-::hMLL hätte dem von MLL
+/+ vs. MLL
-/- stark ähneln und ebenfalls 
einen relativ niedrigen Pearson-Korrelationskoeffizienten aufweisen sollen. Wider Erwar-
ten war dies jedoch nicht der Fall. Dafür könnte es verschiedene Gründe geben. Ein Erklä-
rungsansatz wäre, dass das humane MLL Protein tatsächlich keinen Einfluss auf das muri-
ne Genom hat. Dies scheint bei einer 92%ige Identität zwischen dem humanen und muri-
nen Protein jedoch unwahrscheinlich zu sein, zumal die Identität in wichtigen Domänen 
sogar bei 98% liegt. Zusätzlich spricht dagegen, dass schon in verschiedenen Experimen-
ten gezeigt wurde, dass humane Proteine das murine Genom beeinflussen können (Milne et 
al., 2002).  
Eine weitere Erklärungsmöglichkeit für fehlende Komplementation könnte die Interak-
tion des endogenen murinen MLL-C Peptids mit den humanen MLL Peptiden sein. Wie 
zuvor in Kap. 3.6.2 beschrieben, wird in den Mll knock-out Zellen der C-terminale Teil des 
MLL Proteins (Exon 17-37) exprimiert. Dieser wird an CS1 und CS2 proteolytisch gespal-
ten und generiert das murine MLL-C Peptid, das aufgrund der FYRC-Dimerisierungsdo-
mäne mit einem MLL-N Peptid und den weiteren Faktoren des MLL MPSC assemblieren 
könnte. Ein endogenes MLL-N Peptid mit FYRN-Domäne ist jedoch in den knock-out Zel-
len nicht vorhanden. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass das humane MLL 
Protein ebenfalls in murinen Zellen proteolytisch gespalten wird (Milne et al., 2002). Auf-
grund der Annahme, dass auch in diesem Fall beide humanen MLL Peptide in der Zelle 
vorliegen, könnte es mögliche Interaktionen mit dem endogenen murinen MLL-C Peptid 




besitzt der murine MLL MPSC andere Faktoren, die nicht mit den humanen MLL Peptiden 
assemblieren können. Milne et al. konnte in seiner Arbeit nachweisen, dass eine Komple-
mentation der gleichen MLL
-/- Zellen mit der humanen MLL Konstrukt nur zu einem ge-
ringen Teil möglich ist. Er verglich in seinen Experimenten die hMLL abhängige Promo-
tor-Aktivierung des murinen hox c8 Gens. MLL
-/- Zellen zeigten keine hox c8 Genexpres-
sion, während in den, mit dem humanen MLL Konstrukt, transfizierten Zellen eine geringe 
Expression nachweisbar war. Diese reichte jedoch bei weitem nicht an die Stärke der Wild-
typ-Zellen heran. 
Wahrscheinlicher erscheint jedoch die Hypothese, dass bestimmte Eigenschaften des 
verwendeten Zellsystems zu diesem unerwarteten Resultat führten. Die aus den transgenen 
Mäusen entnommenen Zellen weisen einen charakteristischen Entwicklungsstatus auf, der 
dem Tag 10,5 p.c. entspricht. Theoretisch müsste sich das Transkriptom zu diesem Zeit-
punkt noch flexibel verändern lasssen, da zu diesem Zeitpunkt die Organogese beginnt, für 
die ein entsprechendes spezifisches Transkriptionsmuster über Änderung des „Histon-
Codes“ neu definiert wird. Möglicherweise ist aber zu diesem Zeitpunkt bereits das soge-
nannte „transkriptionelle Gedächtnis“, durch spezifische MLL MPSC und PcG Protein-
komplexe etabliert, doch schon so stabil, dass es durch äussere Einflüsse nur noch margi-
nal beeinflussbar ist. Das würde für die Tatsache sprechen, dass MLL und davon abgeleite-
te reziproke Derivatproteine nur in einem engen Zeitfenster (d.h. bei der Maus zwischen 
Tag 8- 10,5 p.c.) Einfluss auf Genexpressionsmuster haben.  
Das Problem könnte ebenfalls mit dem Alter der Zelllinie begründet sein. Die Zelllinien 
wurden 1996 etabliert und es ist nicht auszuschliessen, dass durch Alter, häufiges Passagie-
ren oder übergeordnete Mechanismen die transkriptionelle Situation in einer unbekannten 
Art und Weise fixiert wurde. Zur Klärung dieses Problems müsste man eine „Reprogram-
mierung“ der MLL
+/+ und MLL
-/- Zellen durchführen, indem man sie mit bestimmten Sub-
stanzen behandelt, die das epigenetische Programm der Zellen eliminieren. Anschliessend 
würde das Transkriptionsmuster unter Einfluss verschiedener Expressionskonstrukte 
(hMLL, der4, der11 oder der4/11), neu definiertbar sein. Spätestens zu diesem Zeitpunkt 
sollten erhebliche Unterschiede im Expressionsmuster zu erwarten sein. 
 
Die sinnvollste Überprüfung des biologischen Testsystems wäre durch die stabile 
Transfektion des murinen Mll Konstrukts in die MLL
-/- Zellline erreichbar. Sollte die 
Komplementation der murinen MLL
-/- Zellen durch das entsprechende murine Expres-




Wildtyp-Zellen wiederspiegeln, wäre sichergestellt, dass der Grund für das Scheitern bei 
der epigenetischen Fixierung der MLL
-/- Zelllinie zu suchen ist. Damit könnte gezeigt wer-
den, dass die heterologe Komplementation Mensch-Maus nicht das eigentliche Problem 




4.5  Identifizierung der Targetgene der Derivatproteine MLL•AF-4 und 
AF-4•MLL 
 
Sollte sich herausstellen, dass die epigenetische Programmierung der Zellen verantwort-
lich für die hier erhaltenen Ergebnisse ist, hätte das einen dramatischen Einfluss auf unser 
Verständnis vom Leukämie-Pathomechanismus. Es würde nämlich bedeuten, dass MLL 
oder seine Derivate über einen „hit and run“ Mechanismus arbeiten. Diese Annahme hat 
eine enorme Bedeutung für die Auswertung der weiteren Versuche. Neben MLL
-/-::hMLL 





+/+::BC230A), die ebenfalls durch Expressionsvergleiche 
charakterisiert wurden. Die Erkenntnisse über Targetgene der Derivatproteine der4, der11 
und der4/11 und deren Einfluss auf das Transkriptionsmuster sollten zum Verständnis und 
zur Aufklärung des Pathomechanismus der t(4;11) Leukämie beitragen. Diese Fragestel-
lung war ein wichtiger Teil dieser Arbeit. Die Daten, die aus verschiedenen Affymetrix 
DNA-Microchip-Hybridisierungen gewonnen wurden, zeigen kaum unterscheidbare Ex-
pressionsmuster zu den verwendeten Kontroll-Zellen. Dies lässt vermuten, dass auch die 
MLL
+/+ Zelllinie epigenetisch fixiert ist. Ein Einfluss der Transgene wäre voraussichtlich 
nur nach „Reprogrammierung“ der Zellen messbar. 
Die Resultate, die durch die DNA-Microchip-Hybridisierungen erhalten wurden, sind in 
Kap. 3.5 in Scatter-Blots dargestellt. Anhand der graphischen Auswertung ist ersichtlich, 
dass sich die Expressionsmuster der stabil transfizierten Zelllinien nur marginal von den 
mock-transfizierten Wildtyp-Zellen unterscheiden. Die kotransfizierte Zelllinie stellt im 
weitesten Sinne die Situation in einer arretierten, leukämischen B-Zelle dar. Neben dem 
Wildtyp MLL Protein liegen beide Derivatproteine in ausreichenden Mengen in der Zelle 
vor. Da dieser Proteinstatus in leukämischen Blasten der Auslöser eines onkogenen Pa-
thomechanismus ist, wurden hier aussagekräftige Expressionsunterschiede erwartet. Aus 




mation von NIH 3T3 Zellen nachgewiesen wurde (Ute Bangerter; Focus Formation Assay, 
unveröffentlichte Daten).  
Wahrscheinlich ist das den Experimenten zugrunde liegende biologische Testsystem mit 
den Ausgangs-Zelllinien MLL
-/- und MLL
+/+ für die unerwarteten und wahrscheinlich nicht 
realistischen Resultate verantwortlich. Die Ergebnisse der durchgeführte Komplementa-
tionsanalyse (s. Kap. 3.4) belegen, dass das hier verwendete Testsystem diesbezüglich 
problematisch ist. Die Vermutung, dass humane Proteine keinen Einfluss auf das murine 
Genom haben könnten, ist unwahrscheinlich.  
Wahrscheinlicher ist das zuvor in Kap. 4.4 beschriebene starre Transkriptionsmuster, 
das evtl. durch Alterung der Zelllinien, zu häufiges Passagieren oder wahrscheinlicher 
durch epigenetische Mechanimen zustande kam und in diesem Stadium nur noch marginal 
beeinflussbar ist. Hier könnte die bereits angesprochene „Reprogrammierung“ der Zellen 
mit anschliessender Transfektion, Abhilfe schaffen. 
Aufgrund der Unsicherheit über die Eignung des verwendeten biologischen Testsystems 
wird hier nicht näher auf die Ergebnisse eingegangen. Die DNA-Microchip-
Hybridisierungen werden im Rahmen einer weiteren Dissertationsarbeit, nach „Zell-
Reprogrammierung“ und anschliessender Transfektion, wiederholt. Daneben wäre denk-
bar, RNA aus Zellen zu isolieren und für DNA-Microchip-Hybridisierungen zu nutzen, die 
aufgrund von Transgenen (z.B. der4) Foci bilden. Der Expressionsverleich dieser trans-
formierten Zellen mit untransformierten müsste mit hoher Wahrscheinlichkeit zur Identifi-
zierung differentiell exprimierter Gene mit onkogenem Potential führen. 
 
4.5.1  Hypothetischer Pathomechanismus der t(4;11) Translokation 
 
In den Mll knock-out Zellen konnten im Verleich zu den MLL
+/+ Zellen mittels DNA-
Microchip-Arrays 136 verstärkt transkriptionell aktivierte Gene identifiziert werden, von 
denen ein Großteil onkogenes Potential besitzt und bereits in transformierten Zellen in  
überexprimiertem Zustand detektiert wurde. Der Zusammenhang zwischen der Abwesen-
heit des MLL Proteins und der Hochregulation dieser interessanten Targetgene ist mögli-
cherweise für den pathogenetischen Mechanismus der Leukämogenese von großer Rele-
vanz.  
     Die folgenden Abbildungen geben einen schematischen Überblick über den hypotheti-
schen Ablauf der Transkriptionsregulation in einer t(4;11) Zelle, wobei in Abb. 4.1 zu-






Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Wildtyp MLL MPSC 
A: Struktur des Wildtyp MLL Proteins nach proteolytischer Spaltung. B: hypothetischer MLL 
MPSC nach MLL Peptid-Dimerisierung und Assemblierung weiterer Faktoren. AT: AT-Haken, 
snLS: subnukleäre Lokalisierungssequenz, MT: Methyltransferase-Domäne, PHD: Zinkfinger-
Domäne, gestreifte Boxen: Dimerisierungsdomänen, SET: Methyltransferase-Domäne, TAD: 


















Abb. 4.2: Hypothetische Funktionsweise des reziproken Proteins 
A: Darstellung der beiden reziproken Derivatproteine, resultierend aus einer MLL Translokation, 
B: hypothetische Funktionsweise des der11 Proteins. 
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Aufgrund der bekannten Fakten lassen sich möglicherweise Rückschlüsse auf die Leu-
kämogenese ziehen. Das Derivatprotein der11 stellt den „kleinsten gemeinsamen Nenner“ 
aller t(11q23) Translokationen dar und leistet vermutlich einen erheblichen Beitrag zur 
Entstehung einer Leukämie. Das Partnergen beeinflusst wahrscheinlich die Art der auftre-
tenden Leukämie. Die meisten Brüche bei den Translokationen im MLL Gen finden in der 
Bruchpunkt-Cluster-Region (bcr; Exon 8–14; gehäuft im Intron 9) statt. Das resultierende 
der11 Protein besitzt nur noch den N-terminalen Bereich des MLL Proteins, bestehend aus 
dem AT-Haken, der MT-Domäne und der subnukleären Lokalisierungssequenz (snLS). 
Die für die Interaktion mit dem MLL-C Peptid notwendige Dimerisierungsdomäne FYRN 
ist im Derivatprotein nicht mehr vorhanden. Die Dimerisierung beider Peptide ist jedoch 
für die Komplex-Assemblierung, Lokalisation und Ausübung der Wildtyp-Funktion essen-
tiell. Das der11 Protein stellt somit keine MLL MPSC Komponente mehr dar, kann aber 
aufgrund der vorhandenen snLS an die gleichen Targetgene binden. Es konnte bereits 
nachgewiesen werden, dass verschiedene Derivatproteine (MLL•AF-4, MLL•AF-9, 
MLL•ENL und MLL•AF-17) das gleiche Kernlokalisationsmuster wie endogenes MLL 
Protein aufweisen (Butler et al., 1997; Li et al., 1998; Yano et al., 1997). Zu dem gleichen 
Ergebnis kamen wir durch eigene Arbeiten, bei denen mittels des monoklonalen Antikör-
pers E3 (gegen Epitope im Exon 3 gerichtet), ein MLL•LacZ Protein im gleichen Vertei-
lungsmuster detektiert wurde (s. Kap. 3.2.2). 
Aufgrund der Bindungsmöglichkeit an gleiche Targetgene ist eine Konkurrenz-
Reaktion des der11 zum endogenen MLL MPSC (durch intaktes MLL Allel generiert) zu 
erwarten. Möglicherweise könnte das der11 Protein quantitativer an die Targets binden, 
weil es kleiner als der MLL MPSC ist und deshalb sterische Vorteile aufweist. Das an die 
Targetsequenzen gebundene der11 Protein könnte nun die Bindung des MLL MPSC         
blockieren und folglich zu einer Situation, die einem MLL knock-out Status gleicht, führen. 
Aus diesem Grund sind die in den MLL
-/- Zellen hochregulierten Gene von besonderem 
Interesse, da diese möglicherweise durch die o.g. Blockade auch in dieser Situation 
transkriptionell aktiviert werden. Wie zuvor beschrieben sind viele dieser hochregulierten 
Gene mit onkogenen Mechanismen assoziiert, weshalb auch eine Beteiligung an der Leu-
kämie-Entstehung diskutiert werden kann. Der N-terminalen MLL Region im Derivatpro-
tein fehlt die transkriptionsaktivierende Domäne, die im MLL-C Peptids des Wildtyp Pro-
teins lokalisiert ist. Falls jedoch das Partnergen eine solche Sequenz besitzt, kann nach 
Kernlokalisation und DNA-Bindung (durch MLL-N Anteil) eine ektope Genexpression 




In der Literatur wurde beschrieben, dass die Methylierung des Lysin-Restes K4 des 
Histons H3 durch die SET-Domäne essentiell für die Transkriptionsaktivierung ist und 
zugleich die Bindung „genrepressiver“ Proteine (z.B. PcG-Komplexe) inhibiert (Nishioka 
et al., 2002). Das der11 Protein (ohne SET-Domäne) kann somit über unterschiedliche 
Mechanismen die endogene MLL MPSC vermittelte MLL Wildtyp-Funktion stören. Zum 
einen über die Blockade der Targetgene (fehlende Aktivierung) und zum anderen erhöht es 
dadurch indirekt die Wahrscheinlichkeit der PcG-Komplex Bindung (aktive Repression).  
 
Das reziproke Fusionsprotein einer t(11q23) Translokation besteht aus dem N-
terminalen Bereich des entsprechenden Partnergens und der C-terminalen Region (meist ab 
Exon 10) des MLL Proteins. Dieses Derivatprotein besitzt neben den beiden Dimerisie-
rungsdomänen FYRC und FYRN,  ebenfalls die zwei Protease-Erkennungssequenzen CS1/ 
CS2. Es ist anzunehmen, dass dieses Protein ebenso wie das Wildtyp Protein in zwei Pep-
tide gespalten wird. Aus dieser proteolytischen Spaltung resultiert zum einen das Wildtyp 
identische MLL-C Peptid und zum anderen ein N-terminales Fragment, das neben der 
DNA-bindenden PHD-Region die FYRC-Interaktionsdomäne besitzt. Die Assemblierung 
des MLL MPSC könnte durch den hohen Überschuss an MLL-C Peptid gestört werden, 
ebenso wie durch die Assoziation mit dem Derivat Peptid. Über die FYRC-Domäne kann 






























Abb. 4.3: Hypothetische Funktionsweise des reziproken Proteins 
A: Darstellung der beiden reziproken Derivatproteine, resultierend aus einer MLL Translokation, 
B: hypothetische Funktionsweise des reziproken Derivatproteins; gestörte Komplex-Assemblie-
rung durch Derivat-N Peptid, Konkurrenz-Reaktion. C: Mechanismus einer ektopen Genaktivie-
rung, initiiert durch das Partnergen. AT: AT-Haken, snLS: subnukleäre Lokalisierungssequenz, 
MT: Methyltransferase-Domäne, PHD: Zinkfinger-Domäne, gestreifte Boxen: Dimerisierungsdo-
mänen, SET: Methyltransferase-Domäne, TAD: Transkriptionsaktivator-Domäne, große graue 




Die im reziproken Derivatprotein vorhandene SET-Domäne ist vielleicht trotz veränder-
ter Komplex-Zusammensetzung in der Lage, den Lysin-Rest K4 des Histons H3 zu methy-
lieren und aktiv die Transkription zu steuern. Durch eine Kernlokalisationssequenz und 
evtl. vorhandene DNA-Bindungsdomäne des Partnergens, könnte der Proteinkomplex an 
Targetgene des Partnergens binden und über die TAD-Domäne dort ektope Transkription 
verusachen. Für das reziproke Fusionsprotein der4 kann dieser Mechanismus vermutet 
werden. In Blackwell-Weintraub Experimenten (DNA-Protein Bindungsstudie; Ralf 
Greim, unveröffentlichte Daten) konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus des AF-4 
der11 AT MT snLS AT MT snLS
der(xyz)/der4 PHD(1-4) TAD SET PHD(1-4)
der11 AT MT snLS AT MT snLS AT MT snLS AT MT snLS
der(xyz)/der4 PHD(1-4) TAD SET SET PHD(1-4) A 
PHD(1-4)
PHD(1-4)






AT MT PHD(1-4) snLS
PHD(1-4)
PHD(1-4)



















des Partnergens TAD SET TAD SET
snLS?




Proteins eine DNA-Bindungsdomäne besitzt. Diese ist in dem Bereich der AS 60-297, zwi-
schen der NHD-Domäne und der Bruchpunkt-Cluster-Region, lokalisiert.  
Diese Hypothese würde z.B. erklären, warum MLL Translokationen mit verschiedenen 
Partnergenen zu unterschiedlichen Formen von Leukämien führen und ebenso unterschied-




4.6  Identifizierung eines artifiziellen Promotors im Mll Gen 
 
Die Hybridisierung des PCR-Fragmentes Exon 28-33 mit einer radioaktiv markierten 
Sonde aus MLL
-/- Zellen ergab, dass trotz LacZ/neo
R-Insertion in Exon 4, der C-terminale 
Bereich des Mll Gens transkribiert wurde. Verwechselung und Zell-Kontamination mit 
MLL
+/+ Zellen konnten aufgrund von RT-PCR Experimenten ausgeschlossen werden. Zu-
sätzlich wurde bestätigt, dass die MLL
-/- Zellen tatsächlich einen homozygoten knock-out 
beider Mll Allele trugen.  
Zur Aufklärung dieses Phänomens wurden Experimente auf RNA- und auf Protein-
Ebene durchgeführt. Mittels RT-PCR Reaktionen konnte die potentielle Transkriptionsini-
tiationsstelle bis auf einen Bereich von ca. 150 bp näher eingegrenzt werden, die im ersten 
Drittel des Introns 11 lokalisiert ist. Eine exakte Bestimmung wird, im Rahmen einer ande-
ren Dissertationsarbeit in unserer Arbeitsgruppe, durch Primer-Extension Experimente 
durchgeführt werden.  
Ein Nachweis über die Translation dieses C-terminalen Transkriptes wurde durch im-
munohistochemische Untersuchungen mit dem monoklonalen Antikörper gegen Exon 28 
erbracht. Die eindeutige Lokalisation dieses Peptids bestätigt die Vermutung, dass im Mll 
Gen ein artifizieller Promotor vorhanden sein muss. Voraussichtlich kann die RNA erst ab 
Exon 17 translatiert werden (erstes ATG nach Intron 11) und das resultierende Peptid wird 
wahrscheinlich an CS1/CS2 proteolytisch gespalten. Das würde bedeuten, dass ein Wildtyp 
MLL-C Peptid synthetisiert wurde, dessen diffuse Kernlokalisation mit aktuellen publizier-
ten Daten korreliert (Hsieh et al., 2003). Aufgrund dieser Daten stellt sich die Frage, unter 
welchen Voraussetzungen an diesem artifiziellen Promotor Transkription initiiert wird. Der 
funktionelle Nachweis des alternativen Promotors konnte bisher noch nicht erbracht wer-
den.  
Die Existenz eines kryptischen Promotors, der nur bei Ausfall des eigentlichen Promo-




1 eine „Terminationsreaktion“ statt, da die RNA-Polymerase nicht über das Ende dieses 
Exons hinaus lesen kann. Vor Exon 2 liegt ein kryptischer Promotor, der artifizielle En-
hancer-Elemente zur Transkriptions-Initiierung benötigt. Dieses verkürzte Transkript wur-
de in allen c-myc expimierenden Zellen nachgewiesen (Bentley und Groudine 86) und ist 
stark onkogen. 
Aufgrund der Homologie zwischen der murinen und humanen „Promotor-Region“ ge-
ben die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse unter Umständen Hinweise auf die Ur-
sache der Translokationsentstehung im MLL Gen. Der potentielle kryptische Promotor ist 
in der Bruchpunk-Cluster-Region lokalisiert. Zur Bindung des gesamten Pol-II Komplexes 
und zur nachfolgenden Transkription, muss die DNA entspiralisiert werden und ein-
zelsträngig vorliegen. In diesem Zustand ist DNA extrem empfindlich und wird leicht 
hydrolysiert. Eventuell lassen sich die gehäuften DNA-Brüche in dieser Region durch die 













5  Material und Methoden 
5.1  Biologisches Material 
5.1.1  Zelllinien, Charakteristika und Kulturbedingungen    
 
 
Zusammensetzung des Mediums:    Dulbeccos Modified Eagle Medium   
             (Medium A)  10%     FCS  
    2 mM         Glutamax  
                                                   100 U/ml             Penicillin/Streptomycin  
                                    50 µM     β-Mercaptoethanol 
 
      
 
Zusammensetzung des Mediums:    RPMI   
             (Medium B)  10%     FCS  
    2 mM         Glutamax  
                                                   100 U/ml             Penicillin/Streptomycin  
                                    50 µM     β-Mercaptoethanol 
 
 








Bei den isogenen Zellinien MLL
+/+ und MLL
-/- handelt es sich um murine embryonale 
Fibroblasten (s. Kapitel 2.4), die sich ausschliesslich durch die An- bzw. Abwesenheit ei-
nes funktionellen Mll Gens unterscheiden. Sie wurden am Tag 10,5 aus einem absterben-
den Mäuse-Embryo isoliert und durch Infektion mit dem T-Antigen des Polyoma-Virus 
immortalisiert. Die Zellinien MLL
+/+ und MLL
-/- werden mit Medium A kultiviert. 
Zum Passagieren wurden die adhärenten Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit 1x 
Trypsin/EDTA von der Petrischale abgelöst. Im Anschluss wurden die Zellen bei 700 
UpM für 4 min pelletiert und in einer Verdünnung von ca. 1:5 wieder ausgebracht. 
Ca. 5x10
6 Zellen (eine 80-90% konfluente Platte) wurden zum Anlegen von Stocks ab-
gelöst und pelletiert. Das Pellet wurde in 900 µl FCS resuspendiert, mit 100 µl DMSO 
versetzt und sofort im Stickstoffdampf eingefroren. Am nächsten Tag erfolge die dauerhaf-






In der folgenden Tabelle werden die stabil transfizierten Zelllinien mit ihren entspre-
chenden Selektionsmedien zusammengefasst. Erklärungen über die Klonierungstrategien 
der Vektorkonstrukte und den Transfektionsexperimenten sind im Kapitel 3.1 zu finden. 
 
 
Zelllinie Medium  A Zeocin  Doxycyclin Hygromycin Histidinol





X  50 µg/ml  10 µg/ml  120 µg/ml  - 
MLL-/-::BC230A 




X -  -  120  µg/ml  - 
MLL+/+::BC230A-der4/der11  X  -  -  120 µg/ml  2 mM 
 






Die zur Transfektion des Promotorkonstruktes/EGFP verwendeten 293 Zellen sind hu-
mane embryonale Nierenkarzinom-Zellen und wurden in Medium B kultiviert.  
Das Passagieren und Stock-Anlegen wurde nach der unter „MLL
+/+ und MLL
-/-“ be-
schriebenen Methode durchgeführt. 
 
5.1.2  Bakterienstämme 
 
Sure™  e14-(mcrA), ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, endA1, supE44, thi-1, gyrA96, relA1, lac, recB, 
recJ,sbcC, umu::Tn5, kanR, uvrC, [F’, proAB, lacIqZ∆M15, Tn10 (tetR)] 
 
Top10  E.coliF’ (tetR), mcrA ∆ (mrr-hsdRMS-mcrBC), phi 80 ∆ lac ∆ M15, ∆ lacX74deoR, recA1, 




5.2  Nukleinsäuren 
5.2.1  Oligonukleotide 
 
Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma, Pharmacia und BioSpring bezo-
gen. Sie dienten als spezifische PCR-Primer, zur Einführung benötigter Schnittstellen für 
Restriktionsendonukleasen und als Sequenzierprimer. Eine Liste der in dieser Arbeit ver-
wendeten Oligonukleotide befindet sich im Anhang. 
 
5.3  Enzyme und Feinchemikalien  
5.3.1  Enzyme 
 
Restriktionsendonukleasen, Polymerasen, DNA-Ligasen, Gold-Star Taq-Polymerase, 
T4-Polynukleotidkinase, rRNasin
® RNase Inhibitor, Reverse Transkriptase (Superscript ™ 
II), alkalische Phosphatase, Benzonase
® und pankreatische RNAse wurden von den Firmen 
Roche Diagnostics, Invitrogen, New England Biolabs (NEB), Eurogentec, Promega und 
Amersham Biosciences bezogen. 
 
5.3.2  Feinchemikalien 
 
Alle gebräuchlichen Chemikalien waren vom Reinheitsgrad „pro analysi“ und wurden von 
den Firmen Merck, Roth, und Sigma bezogen. Medien und Medienbestandteile für die 
Zellkultur (DMEM, Glutamax, Penicillin/Steptamycin, β-Mercaptoethanol, Trizol) wurden 
von Invitrogen, FCS Gold von PAA Laboratories bezogen. Das Radioisotop [α
32P]-dATP 
(10mCi/ml, 3000 Ci/mmol) stammte von der Fa. Amersham Biosciences. Chemikalien, die 












5.4  Methoden 
5.4.1  Transfektion / Selektion 
 
Die stabile Transfektion der adhärenten Zelllinien MLL
+/+ und MLL
-/- wurde mittels 
FuGENE™ 6 Transfektionsreagenz durchgeführt (Lipofektion; Roche Diagnostics). 
Für die Liposomenbildung wurden zunächst 272 µl serumfreies Medium vorgelegt, in 
welchem anschliessend 18 µl des FuGENE™ 6 Transfektionsreagenzes pipettiert wurden. 
Dem Ansatz wurden 6 µl DNA-Lösung (1µg/µl; Verhältnis FuGENE:DNA von 3:1) zuge-
geben. Diese Lösung wurde nach einer Inkubationszeit von 15 min bei RT tröpfchenweise 
auf die mit frischem Medium versorgten Zellen pipettiert. Die optimale Zelldichte für eine 
Transfektion liegt bei 60-70%iger Konfluenz. 
Nach 48 stündiger Inkubation bei 37°C/5% CO2/95% Luftfeuchtigkeit wurde entspre-
chend der Resistenzkassetten der unterschiedlichen Vektoren mit der Selektion begonnen. 
Eine tabellarische Auflistung der verwendeten Selektionsantibiotika mit den Konzentra-
tionsangaben befindet sich im Kapitel 5.1.1. 
 
5.4.2  Molekularbiologische Methoden 
 
Die allgemein gebräuchlichen molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht 
im einzelnen erwähnt, nach Maniatis (Sambrook et al., 1989) durchgeführt und sind daher 
hier nicht oder nur kurz beschrieben. 
 
5.4.2.1  PCR-Techniken und Programme 
 
PCR-Reaktionen wurden mit dem Gerät GeneAmp PCR System 9600 (Fa. Perkin El-
mer) im 50 µl Maßstab durchgeführt. Für jede Reaktion wurde sowohl eine Positiv- als 
auch Negativkontrolle mitgeführt. Als Polymerase wurde GoldStar Taq (Eurogentec) mit 
dem entsprechenden Puffern verwendet. Für Amplifikate mit einer Länge größer als 2000 
bp wurden die Reagenzien des long-range Kits Expand 20kb
PLUS PCR System (Fa. Roche 
Diagnostics) nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Für die Amplifikation von cDNA 
wurde das touch-down Programm verwendet. Die erhaltenen Amplimere wurden mittels 
Gelelektrophorese analysiert und bei Bedarf mit dem Quiagen PCR Purification Kit aufge-




Standardansatz:   100 ng   Template (DNA) 
    5 µl   2 pmol/µl je Oligonukleotid  
  5 µl   2,5 mM dNTP-Lösung 
  4 µl  25 mM MgCl2-Lösung 
   2 U   Taq-Polymerase 
                         ad 50 µl  Wasser 
 
 
Standard-Programm:   94°C/2’ + [94°C/20’’ + 58°C/30’’ + 72°C/1’] 35x +72°C/3’ 
 
long-range Programm:   [94°C/2’]1x 
  [92°C/10’’ + 62°C/30’’ + 68°C/18’]10x 
     [92°C/10’’ + 62°C/30’’ + 68°C/18’+10’’ pro Zyklus]25x 
   [68°C/7’]1x 
 
touch-down Programm:  [94°C/2’]1x 
  [94°C/30’’+ 65°C/1’ -0,5°C pro Zyklus + 72°C/90’’]26x 
  [94°C/30’’ + 52°C/1’ + 72°C/90’’]14x 
     [72°C/3’]1x 
 
 
5.4.2.2  DNA-Sequenzierung 
 
Die DNA-Sequenzierungen wurden mit dem Gerät ABI Prism 310 Genetic Analyzer 
(Fa. ABI, Applied Biosystems) im 10 µl Maßstab durchgeführt. 300 ng Template wurden 
mit 3 µl Lösung aus dem Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Fa. Perkin Elmer) 
und 6 pmol Primer gemischt und mit dem folgenden Programm im PCR System 9600 (Fa. 
Perkin Elmer) amplifiziert: 
 
Sequenzier-Programm:        [96°C/10’’ + 56°C/10’’ + 60°C/4’] 25x 
 
Im Anschluß daran wurde das Amplifikat mit Wasser auf 100 µl aufgefüllt und mit 1/10 
Vol. 3 M NaOAc (pH 4,7) und 2,5 Vol. Ethanol (96%) gefällt. Nach dem Zentrifuga-
tionsschritt wurde das Nukleinsäure-Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach erneu-
ter Zentrifugation wurde das Pellet getrocknet und anschliessend in 13 µl TSR-Puffer re-
suspendiert. Die Identifizierung der resultierenden Sequenz erfolgte durch Anfrage beim 




5.4.2.3  Isolierung von mRNA und gesamt-RNA  
 
mRNA Präparation für Subtraktive Klonierungen 
 
Für die erfolgreiche Durchführung der Subtraktiven Klonierung ist hochqualitative und 
absolut DNA-freie mRNA erforderlich. Diese wurde mittels des mRNA Isolation Kits nach 
Angaben des Herstellers Roche Diagnostics gewonnen.  
Die Methode basiert auf der Hybridisierung eines biotinylierten (dT)20-Oligonukleotids 
an die polyadenylierte mRNA. Durch Zugabe von Streptavidin-markierten Magnetparti-
keln wird mit Hilfe eines Magneten eine Aufreinigung von mRNA möglich. Durch inten-
sive Waschschritte kann die mRNA mit Wasser eluiert und die Konzentration durch eine 




Gesamt-RNA Präparation für cDNA- und cRNA-Synthese  
 
Für die Isolierung von gesamt-RNA wurde 1 ml Trizol (Fa. Invitrogen) auf die Petri-
schale, mit den zuvor mit PBS gespülten adhärenten Zellen (ca. 2-5x10
6 Zellen), gegeben. 
Dieses Lysat wurde anschliessend mit 200 µl Chlorophorm versetzt, 20 s gevortext und 3 
min bei RT inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt von 15 min/14.000 UpM (bei 
4°C) wurde die obere, wäßrige Phase abpipettiert und mit 0,5 ml Isopropanol versetzt. 
Nach einer Inkubationszeit von 10 min bei RT wurde die RNA 30 min bei 14.000 
UpM/4°C gefällt, das Pellet mit Ethanol 70% gewaschen und anschliessend bei RT ge-
trocknet. Resuspension der isolierten RNA erfolgte mit 100 µl RNase-freiem Wasser. 
 
Als Ausgangsmaterial für die cDNA-Synthese wurde die Konzentration der RNA UV-
photometrisch bei 260 nm vermessen und 1 µg für die Synthese mit N6 -Primern, rRNasin
®  
und Superscript ™ II eingesetzt. 
 
Für die DNA-Microchip-Hybridisierung war jedoch eine RNA von besonders hoher 
Reinheit und absoluter DNA-Abwesenheit erforderlich. Dazu wurden 100 µg der durch die 
oben genannte Trizol-Methode gewonnenen gesamt-RNA nach Angaben des Herstellers 
auf die RNeasy
® Mini Kit Säule gegeben und auf dieser mit Hilfe des RNase-Free DNase 
Sets (beide Fa. Qiagen) von DNA befreit. Nach der anschliessenden Elution mit RNase-




und in einer Standard-PCR-Reaktion mit β-Aktin Oligonukleotiden auf DNA-Abwesenheit 
überprüft. 
 
Für die DNA-Microchip-Hybridisierung wurde die aufgereinigte RNA auf eine Konzen-
tration von 1,5 µg/µl eingestellt und im Institut für Zellbiologie (Tumorforschung) des  
Universitätsklinikums Essen von Hr. PD Dr. Klein-Hitpass zur cRNA-Synthese und an-
schliessender DNA-Microchip-Hybridisierung verwendet. 
 
5.4.3  Expressionsanalyse 
5.4.3.1  Subtraktive Klonierung 
 
Die Subtraktive Klonierung stellt eine Technik dar, die eine Identifizierung von diffe-
rentiell exprimierten Genen ermöglicht. Die zu vergleichenden RNA-Populationen werden 
in cDNA umgeschrieben und mehrfach miteinander hybridisiert. Die Transkripte, die nur 
in einer Fraktion vorkommen, bleiben übrig und können mit Hilfe suppressiver und nested-
PCR amplifiziert, kloniert und anschliessend sequenziert werden. 
Zur Durchführung dieser Methode wurde der PCR-Select cDNA Subtraction Kit und für 
die PCR-Reaktionen der Advantage
® cDNA PCR Kit (beide Fa. Clontech) nach Angaben 
des Herstellers verwendet. 
 
5.4.3.2  Dot-Blot Hybridisierungsmethode  
 
Die Dot-Blot Technik ist eine schnelle Methode zur Untersuchung einer großen Zahl 
von cDNA Proben auf das Vorkommen bestimmter Spezies. Die Durchführung ist wesent-
lich zeitsparender als Northern oder Southern Blots, da der Gelelektrophoreseschritt ent-
fällt. Der Vorteil dieser Methode besteht in der Begrenzung der aufgetragenen Proben auf 
streng definierte Bereiche der Membran, die einen besseren Vergleich der Intensitäten von 
Hybridisierungssignalen ermöglicht. 
Zur Denaturierung wurden 2 µg Plasmid-DNA mit 180 µl MilliQ-Wasser und 20 µl 
1 M NaOH versetzt und 1 h bei 68°C inkubiert. Nach der anschliessenden Neutralisierung 
mit 20µl 1.5 M NaH2PO4 wurde die Probe auf die Nylonmembran aufgebracht. 
Die Apparatur besteht aus verschiedenen Plexiglasblöcken, die durch Schrauben zu-




ordnung von 2x40 runden Bohrungen besitzen, wurde die in 2x SSC equilibrierte Nylon-
membran (Porablot NY plus, Fa. Macherey-Nagel) und ein angefeuchtetes 3MM-
Filterpapier eingeklemmt. In jede Bohrung wurden 110 µl (1 µg) cDNA-Lösung pipettiert 
und, bedingt durch den Hohlraum im untersten Block, ein Vakuum (Wasserstrahlpumpe) 
angelegt. 
Jede aufbereitete Probe wurde auf 2 Bohrungen verteilt (an die gleiche Position in der 
40  Loch Anordnung), so daß daraus zwei Membranen mit einer identischen Serie von 
Proben resultierten, die zum Vergleich getrennt mit unterschiedlichen radioaktiv markier-
ten Sonden hybridisiert wurden. Die Membranen wurden 2 h bei 80°C inkubiert, um die 
applizierten Nukleinsäuren kovalent an die Membran zu koppeln. Anschliessend wurde die 
Membran über Nacht in Prähybridisierungspuffer bei 42°C vorhybridisiert. Informationen 
zur Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden siehe Kap. 5.4.3.3. 
 
5.4.3.3  Radioaktiv markierte cDNA-Synthese und Hybridisierung 
 
 
LowTE:                                10 mM          Tris (mit HCl auf pH 8) 
                                                         0,1 M          EDTA 
 
Hybridisierungspuffer:         200 ml            Formamid 
                                       100 ml         20x SSC 
  20 ml          20% SDS 
    8 ml          50x Dennhardts 
  72 ml          Wasser 
 
 
Für die Synthese radioaktiv markierter Sonden wurden 0,8 µg mRNA oder 1 µ gesamt-
RNA eingesetzt. Nach Zugabe von 200 pmol N6-Primer und dem Auffüllen mit RNase-
freiem Wasser auf ein Volumen von 7 µl wurde dieser Ansatz 10 min bei 70°C denaturiert. 
Im Anschluss daran wurde er 5 min auf Eis abgekühlt. Dann wurden:  
 
  2 µl   DTT 
                     3 µl   dNTPs (3.3 mM each, ohne dCTP) 
      4 µl   [α
32P] dCTP 
  4 µl   5x Puffer 
    1 µl   Superscript-II 
 
zugegeben und insgesamt 1 h bei 42°C inkubiert. Nach 30 min wurden 2 µl dCTP (3.3 




200 µl aufgefüllt und über eine Sephadex 50-Säule aufgereinigt. Die Aktivität der Sonden 
wurde nachfolgend durch eine Čerenkov-Messung (Wallac 1409, Liquid Scintillation 
Counter, Fa. Wallac) bestimmt. Es wurden nur Sonden mit einer Mindest-Aktivität von 10 
Mio cpm eingesetzt. Nach 5 minütiger Denaturierung bei 95°C wurde die cDNA in den 
Hybridisierungspuffer gegeben. In dieser Lösung wurde die zu hybridisierende Membran 
über Nacht bei 42°C inkubiert. Das Waschen der Membranen erfolgte zuerst 20 min bei 
RT mit 2x SSC und anschliessend 20 min in der Regel bei 58°C mit 2x SSC/0,1% SDS. 
Die Darstellung der Signale erfolgte durch die Verwendung spezifischer Filme (BioMax 
MS-1 sowie „Intensifying Screen“ für BioMax MS-1, Fa. Kodak). 
 
5.4.3.4  cRNA-Synthese, DNA-Microchip-Hybridisierung und Datenanalyse 
 
In dieser Arbeit wurden die Affymetrix Chips „MurineGenome U74Av2“ für die Hybri-
disierungen verwendet, die alle bis zum Entwicklungszeitpunkt funktional charakterisier-
ten murine Gene (~ 6000; aus der Maus-UniGene Datenbank) und weitere ~6000 ESTs 
enthalten. Die meisten ESTs konnten mittlerweile durch die ständig aktualisierte Daten-
bank identifiziert werden. 
 
Für die cDNA-Synthese wurden 9 µl (13,5 µg) RNA mit 1 µl einer Mischung aus 3 ver-
schiedenen polyadenylierten Kontroll-RNAs, 1 µl 100 µM T7-oligo-d(T)24 Primer [5’-
GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT24)-3’] gemischt 
und nach einer Inkubation von 10 min bei 70°C auf Eis gehalten. Anschliessend wurden  
 
           4 µl  5x Erststrang-Synthesepuffer 
                     2 µl  0,1 M DTT 
      1 µl         10 mM dNTPs  
 
zugegeben und der Ansatz 2 min bei 42°C präinkubiert. 2 µl (200 U) Superscript II (Life 
Technologies) wurden addiert und die Inkubation bei 42°C für eine Stunde fortgesetzt. Für 
die Zweitstrangsynthese wurden: 
     30 µl  5x Zweitstrang-Synthesepuffer 
                   91 µl  RNase-freies Wasser 
      3 µl  10 mM dNTPs  
                            4 µl  E.coli DNA Polymerase I (40 U) 
                            1 µl  E.coli DNA-Ligase (12 U) 




zugegeben und dieser Ansatz 2 h bei 16°C inkubiert. Nach der Zugabe von 2.5 µl (10 U) 
T4 polymerase I (TaKaRa) wurde für weitere 5 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch 
das Hinzupipettieren von 10 µl 0.5 M EDTA gestoppt und die ds cDNA durch einen Phe-
nolisierungsschritt aufgereinigt. Nach Fällung wurde die cDNA in 12 µl Wasser resuspen-
diert. 
 
5 µl ds cDNA wurden für die Synthese von biotinylierter antisense-RNA mit Hilfe des 
BioArray High Yield RNA Transcript Labeling Kit (Fa. Enzo Diagnostics) verwendet. Die 
biotinylierte cRNA wurde über RNeasy Säulen (Fa. Qiagen) aufgereinigt. Proben-
Fragmentierung, Hybridisierung mit MG_U74Av2 MicroArrays (Fa. Affymetrix), Wasch-
schritte, Färbung und Scannen mit dem GeneArray Scanner (Fa. Agilent) wurden nach 
dem Standard-Protokoll von Affymetrix (Gene Expression Technical Manual) durchge-
führt. Zur Rohdaten-Analyse und zur Erstellung der Vergleichsdaten wurde die Affymetrix 





Nach dem Einscannen der DNA-Mircochips wurden zur Datenauswertung die Signalin-
tensitäten mit Hilfe der MAS 5.0 Software (Fa. Affymetrix) ermittelt. Für die zwei zu ver-
gleichenden Datensätze wurden nach einem Normierungsschritt folgende Filter-Kriterien 
angewendet:  (A) increase/decrease, (B) signal log2 ratio > 1,32 oder < -1,32 (entspricht 
einer 2,5-fachen Über- oder Unterexpression), (C) p-value >0,999 oder < 1,001. 
 
 
5.4.4  Proteomanalyse / 2D-Gele / MALDI-TOF MS 
5.4.4.1  Isolierung von Plasma- und Kern-Proteinfraktionen 
 
 
RSB-Puffer + Triton              10 mM     Tris-HCl pH  8,0  
            10  mM      NaCl   
            3   m M       M g C l 2 
            0,5  %    Triton  X  100   
             
 
Benzonasepuffer     150 mM    Tris-HCl pH  8.0 





Proteasehemmer-Mix (EK)     1 mM    PMSF 
            10  µM      Pepstatin   
       50 µg/ml    TLCK  
                         100 µg/ml    TPCK 
 
 
Für die Präparation von Plasma- und Kernproteinfraktionen wurden die zuvor mit PBS 
gespülten adhärenten Zellen (ca. 1-3 x 10
7) mit einem Zellspatel abgelöst und in flüssigem 
Stickstoff eingefroren, sofern nicht sofort mit der Protein-Isolierung fortgefahren wurde. 
Ansonsten wurde das Zellpellet anschliessend in 1 ml RSB-Puffer/Triton X 100 und 2 µl 
Proteasehemmer-Mix resuspendiert und für 4 min auf Eis inkubiert. Nach einem Zentrifu-
gationsschritt (3 min bei 14.000 UpM) wurde der Überstand (Plasmafraktion) abpipettiert 
und erneut zentrifugiert, damit eine quantitative Abtrennung der Zellkerne gewährleistet 
wurde. Nach zweimaligem Waschen des Kernpellets mit RSB-Puffer (ohne Triton X 100) 
wurde bei 14.000 UpM für 3 min zentrifugiert. 
Da Nukleinsäuren eine korrekte Auftrennung der einzelnen Proteine im SDS-Gel der 
2. Dimension behindern und das Ergebnis verfälschen können, wurde stets ein RNA- und 
DNA-Verdau mittels Benzonase
® nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
Das Kernpellet wurde in 261 µl Benzonasepuffer resuspendiert, mit 2 µl Proteasehem-
mer-Mix, 30 µl LDAO (Lauryldimethylaminooxid, 10 %) und 7 µl Benzonase
® versetzt 
und anschliessend 1 h bei 37°C inkubiert.  
Die vollständige Lyse der Kerne wurde mittels Zugabe von Trypanblau kontrolliert. 
Dabei wurden je 5 µl Kernsuspension und Trypanblau vermischt, auf einen Objektträger 
aufgebracht und unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Intakte Zellkerne waren als blauge-
färbte Strukturen erkennbar. 
 
5.4.4.2  Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA 
 
Der BCA-Assay wurde mit dem BCA Protein Assay Kit (Fa. Pierce) durchgeführt und 
beruht auf der Reduktion von Cu
2+ zu Cu
+ durch Proteine im alkalischen Medium (Biuret 
Reaktion) und der kolorimetrischen Bestimmung des Kupfer-Kations durch Chelatierung 
mit zwei Bicinchoninsäure-Molekülen. Der gebildete, wasserlösliche Komplex besitzt ein 
Absorptionsmaximum bei 562 nm, wobei jedoch auch Wellenlängen zwischen 540-590 nm 




Je 20 µl Probe bzw. 20 µl einer entsprechenden Verdünnung werden mit 200 µl frisch 
hergestelltem BCA-Reagenz (1:50) in je einer Vertiefung einer Microtiterplatte versetzt. 
Nach einer 30-minütigen Inkubation bei 37°C werden die Lösungen am ELISA-Reader 
MR5000 (Fa. Dynatech) bei 550 nm vermessen und die Proteinkonzentration mittels einer 
mitgeführten BSA-Eichgerade berechnet. 
Zur Vorbereitung für 2D-gelelektrophoretische Experimente wurde das entsprechende 
Volumen für 275 µg Plasmaproteine und 350 µg Kernproteine wurde mit 1 Volumen TCA 
(10%, eiskalt) versetzt und 30 min auf Eis gefällt. Nach einem Zentrifugationsschritt von 
30 min/14.000 UpM wurde mit Ethanol 96% (eiskalt) gewaschen, das Pellet anschliessend 
in der speed-vac getrocknet und bei -80°C eingefroren. 
 
 
5.4.4.3  Isoelektrische Fokussierung/Erste Dimension 
 
Rehydrierungslösung                7 M     Harnstoff  
            2  M      Thioharnstoff   
           20  mM      Tris-HCl  pH    8,0 
            4   %     C H A P S    
                125 µl        Bromphenolblaulösung (1%)  
           auf    25  ml  Lösung 
 
  
 Equilibrierungslösung             6 M     Harnstoff   
           50  mM      Tris-HCl  pH    8,0 
            2   %     S D S  
            30  %    Glycerol   
                 2,5 ml        Bromphenolblaulösung (1%)  
           auf    500  ml  Lösung 
 
 
Für die isoelektrische Fokussierung wurden 275 µg Zytoplasmaproteine oder 350 µg 
Kernproteine in 350 µl Rehydrationslösung gelöst und auf DryStrips (18 cm, Fa. Amers-
ham Biosciences) mit dem Gerät IPGphor (Fa. Amersham Biosciences) mit folgendem 
Spannungs-Zeit-Programm fokussiert. Es wurde eine aktive Rehydrierung über 12 h bei 
30 V durchgeführt, die im Gegensatz zur passiven eine höhere Reproduzierbarkeit und 
quantitativere Proteinaufnahme mit schon beginnender Ausrichtung der Proteine ermög-
licht. 
 




Im Anschluß daran findet die eigentliche Fokussierung bei 20°C mit einem Stromlimit 
von 50 µA statt. Binnen einer Stunde wird die Spannung von 30 V auf 1000 V erhöht. In 
der folgenden halben Stunde auf 2000 V, in der nächsten auf 3000 V, in weiteren 30 min 
auf 4000 V und dann auf 8000 V.  
Diese wurden über 8 h gehalten, um ein Volt-Stunden-Integral von 64 kVh zu erhalten. 
Anschliessend wurden die Strips bei -80°C gelagert. 
 
 
Zeit [h]  Spannung [V] Modus 
12 30  Step-and-hold 
1 1000  Gradient 
0,5 2000  Gradient 
0,5 3000  Gradient 
0,5 4000  Gradient 
0,5 8000  Gradient 
8 8000  Step-and-hold 
 
 
Zur Reduktion vorhandener Disulfid-Brücken wurde eine frische Lösung aus 200 mg 
DTT und 20 ml Equilibrierungslösung hergestellt, mit der die aufgetauten Strips 20 min 
bei RT inkubiert wurden. Für die anschliessende Alkylierung der freien reaktiven SH-
Gruppen wurden 20 ml Equilibrierungslösung mit 900 mg Iodacetamid (IAA) versetzt. 
Nach einer Inkubation der Strips für ebenfalls 20 min bei RT wurden sie zum Abspülen der 
IAA-Lösung kurz in Elektrodenpuffer eingetaucht und konnten nun für die zweite Dimen-
sion eingesetzt werden. 
Die für die IEF und SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese benötigten Reagenzien 
wurden von der Fa. SERVA bezogen. 
 
5.4.4.4  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese/Zweite Dimension 
 
 
Sammelgel (4%)         1,3 ml     Acrylamid-Stocklsg.   
    2,5  ml   Sammelgelpuffer     
   6,1  ml    Wasser 
                                    0,01 ml   TEMED 
    0,1 ml   APOD (10%) 





Trenngel   10%    15%  
           
  8,0 ml  5,3 ml   Acrylamid-Stocklsg. 
  4,1 ml  4,1 ml    Trenngelpuffer 
                                        4,3 ml  7,0 ml    Wasser 
                                      0,01 ml        0,01 ml    TEMED 
                                    0,075 ml      0,075 ml    APOD (10%)      
 
        
 
    Sammelgelpuffer (4x, pH  6,8)   0,5 M   Tris-HCl     
                   0,4 %         SDS   
          
                
Trenngelpuffer (4x, pH  8,8)              1,5 M   Tris-HCl  
                  0,4 %  SDS     
 
 
Elektrodenpuffer (10x)             1 %  SDS          
                                                        0,25 M  Tris       
                                                        1,92 M  Glycin     
    
    
 Acrylamid-Stocklösung                 300 g  Acrylamid   
                         8 g     Bisacrylamid 
                                                       ad 100 ml   Wasser  
 
 
Prinzip nach Lämmli 
 
Zur Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension wurden in der Protean II Multi-
Gel-Casting Chamber (Fa. BIO-RAD) bis zu 10 Polyacrylamid-Gele gleichzeitig mit ei-
nem linearen Gradienten von 10-15% mittels eines Gradientenmischers und einer Peristal-
tikpumpe gegossen. Der equilibrierte Strip wurde anschliessend vorsichtig zwischen die 
zwei Glasplatten auf das Gel geschoben und mit einer Lösung aus 0,5% Agarose in Elekt-
rodenpuffer fixiert. Nach dem Auspolymerisieren der Agarose wurden 10 µl einer 1:5 ver-
dünnten Stammlösung des Proteinmarkers BOA protein marker (Fa. MoBiTec), der re-
kombinante Proteine in der Größe von 20-150 kDa enthält, auf ein kleines Stück Filterpa-
pier aufgetragen und neben den Strip plaziert. In dem Protean II xl System (Fa. BIO-RAD) 
konnten 2 Gele gleichzeitig bei 25 mA/pro Gel (Sammelgel) und bei 50 mA/pro Gel 




5.4.4.5  Färbemethode 
 
Fixierlösung    30%   Ethanol          
                                                    10%   Essigsäure       
 
Die Proteingele wurden in 250 ml Fixierlösung 4x30 min inkubiert und anschliessend in 
20%igem Ethanol 4x30 min gewaschen. Die Färbelösung wurde nach (Rabilloud, 2000) 
hergestellt und in einer Konzentration von 10 µl/l Ethanol (20%) verwendet. Jedes Gel 
wurde in 400 ml RuBPS-Färbelösung über Nacht inkubiert und im Anschluß 2x10 min mit 
destilliertem Wasser gewaschen. Alle Behandlungsschritte wurden bei Raumtemperatur 
durchgeführt. 
Die anschliessende Detektion wurde mit dem Fluoreszenz-Imager FLA-3000 (Anre-
gungswellenlänge: λ=473 nm, Sperrfilter: λ=520 nm; 100 Pixel/mm
2; Fa. Raytest) durch-
geführt. Zur Datenaufnahme und Konvertierung ins Tiff-Format wurde die Software 
BASReader 3.01 und AIDA 2.41 (beide Fa. Raytest) verwendet. 
 
 
Abb. 5.2 :Strukturformel: RuBPS  










5.4.4.6  Detektion differentieller Protein-Spots 
 
Da auf guten zweidimensionalen Gelen bis zu 2000 Proteinspots detektiert werden kön-
nen, ist die anschliessende Suche nach differentiell vorkommenden Proteinen bei einem 
Vergleich mehrer Gele nur computergestützt durchführbar. Dazu wurde die Software der 
Fa. BioRad (PDQuest 6.2) verwendet. Informationen zur Erstellung des Match-Sets, Defi-
nition des „Master-Gels“ und Herstellung des synthetischen Bildes werden in Kapitel 3.3 




5.4.4.7  Proteinidentifizierung / MALDI-TOF MS 
 
Die aus den zweidimensionalen Gelen ausgeschnittenen differentiellen Proteinspots 
werden im Rahmen einer anderen Dissertationsarbeit aufgearbeitet und identifiziert. Dazu 
gehören Trypsin-Verdau im Gelfragment, Elutionsschritte und Probenaufbereitung für die 
massenspektrometrische Bestimmung mittels MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser de-
sorption ionisation, time-of-flight Massenspektrometrie). 
 
5.4.5  Immunohistochemische Methoden 
 
Für die immunohistochemischen Experimente wurden von den Zell-Linien MLL
+/+ und   
MLL
-/- je 5x10
3 Zellen / 400 µl pro well in Chamberslides (Lab-Tec® Chambered Co-
verglass System, Fa. Nalge Nunc International) ausgebracht. Bei einer erreichten Kon-
fluenz von ca. 70% wurden die Zellen zur Fixierung und Dehydratisierung mit Methanol 
(eiskalt) versetzt und für 8 min bei -20°C aufbewahrt. Nach Entfernung des Methanols 
wurden die Zellen bei RT getrocknet und konnten anschliessend bei -20°C gelagert wer-
den. Die Rehydratisierung erfolgte durch Zugabe von PBS für 2-3 min bei RT. Nach dem 
Entfernen des PBS wurden die Zellen mit PBS/Triton X 100 (0,1%) 3 min permeabilisiert. 
Die Lösung wurde abpipettiert und die Blocking-Solution (10% Normal goat serum in 1x 
PBS, Fa. Sigma) in 1x PBS) bei RT für 30 min zugegeben. Nach der Entfernung dieser 
Lösung wurden die Zellen mit dem Erstantikörper versetzt. Der murine monoklonale Anti-
körper MAK E28 ist gegen Exon 28 des humanen MLL Gens gerichtet und wurde in unse-
rem Labor von Dr. I. Zündorf hergestellt und von J. Zech aufgereinigt. Der monoklonale 
Antikörper MAK E3 erkennt Exon 3 des MLL Gens. Nach Inkubation bei 37°C für die 
Dauer von 1 h wurde die Erstantikörperlösung abpipettiert. Im Anschluss wurde 3x mit 
PBS/Triton X (0,1%) für jeweils 5 min gewaschen und der Zweit-Antikörper zugegeben. 
Hierfür wurde eine 1/250-fache Verdünnung des Antikörpers Anti-Maus-FITC (Ziege; Fa. 
ICN), mit PBS/1% NGS, hergestellt. Nach der Inkubation von 30 min bei RT unter Licht-
ausschluss wurde erneut 3x mit PBS/Triton X (0,1%) für jeweils 5 min gewaschen. Zur 
Equilibrierung wurden in jede Kammer 3-4 Tropfen der „Lösung C“ getropft und nach 5 
min „Komponente A“ zugegeben (beide Lösungen: SlowFade®Light Antifade Kit, Fa. Mo-
lecular Probes). Direkt im Anschluss wurden die präparierten Zellen im CLSM untersucht. 
Als Negativkontrolle wurden Zellen an Stelle des Erst-Antikörpers mit einer 1%igen 
Normal-goat-serum/PBS Lösung inkubiert und in allen weiteren Schritten ebenfall wie die 




5.4.5.1  Konfokales Laserscanmikroskop 
 
Die Verwendung des konfokalen Laserscanmikroskops (CLSM, Fa. Leica Lasertechnik) 
bietet die Möglichkeit, 3-dimensionale Bilder aufzunehmen (Pawley 1995), die eine Aus-
sage über intrazelluläre Lokalisation bestimmter Proteine erlauben. Die gespeicherten In-
formationen werden mit Hilfe der Imaris- und Selima-Software als 3D-Bild dargestellt. Die 
Kombination aus Argon-Krypton-Laser und den vorhandenen Filtern ermöglicht die Anre-
gung bei drei diskreten Wellenlängen (λ = 488 nm, 5 68 nm und 647 nm). 
Bei dem FITC-markierten anti-Maus Zweitantikörper handelt es sich um das Fluoroch-





















6  Anhang 
6.1  Abkürzungsverzeichnis 
 
 
Abb.   Abbildung 
AF-4    mit ALL-1 (MLL) fusioniertes Gen auf Chromosom 4 
ALL/ALL  akute lymphatische Leukämie, veraltete Bezeichnung für MLL 
AML    akute myeloische Leukämie 
Amp
R   Ampicillin-Resistenz 
APOD   Ammoniumperoxodisulfat 
AS   Aminosäuren 
BCA   Bicinchoninsäure 
bcr    breakpoint cluster region (Bruchpunkt-Cluster-Region) 
BioB   Biotin-Synthase Gen (E.coli) 
bp   Basenpaare 
bzw.   beziehungsweise 
cDNA   komplementäre  DNA 
CHAPS   3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat 
CLSM   Konfokales  Laserscanmikroskop 
Cpm   Zerfälle/min  im  Čerenkov-Kanal 
CreX   cre  recombinase  Gen (Bacteriophage P1) 
cRNA   komplementäre/antisense  RNA 
DapX   E.coli  Gen 
der4    Derivatchromosom 4 (AF-4•MLL) 
der11    Derivatchromosom 11 (MLL•AF-4) 
DHB   Dihydroxybenzoesäure 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   2’Desoxynucleosid-5’-Triphosphat 
ds  doppelsträngig 
DTT   Dithiothreitol 
EBNA    Epstein-Barr Virus nukleäres Antigen 
ECM   extrazelluläre  Matrix 
E. coli    Escherichia coli 
EFS   event-free-survival 
EK   Endkonzentration 
ETP    Enhancer of Trithorax and Polycomb 
evtl.     eventuell 
Fa.   Firma 
FCS    fetal calf serum, fötales Kälberserum 
FITC   Fluoresceinisothiocyanat 
FYRC    Dimerisierungsdomäne in MLL-N 
FYRN    Dimerisierungsdomäne in MLL-C 
g    Gramm 
G418   Neomycin 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase 
gDNA   genomische  DNA 
h    Stunde 




HAT   Histon-Acetyltransferase 
HCCA   α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure 
HDAC   Histon-Deacetyltransferase 
HERP   helix-loop-helix  Protein,  Ähnlichkeit zu HES Proteinen   
hes    hairy and enhancer of split Gene 
his   Histidinol 
hMLL    humanes MLL Protein 
hox   Homeobox-Gene   
Hyg   Hygromycin 
kb   Kilobasenpaare 
kDa   Kilodalton 
l    Liter 
LysX   diaminopimelate  decarboxylase Gen (B. subtilis) 
M  molar 
MAK E3  monoklonaler Antikörper gegen Epitop im Exon 3 
MAK E28  monoklonaler Antikörper gegen Epitop im Exon 28 
MALDI-TOF Matrix-assisted-laser-desorption  time-of-flight  Massenspektrometrie 
mcs   Multiple  Klonierstelle 
ME   Maintenance  Element 
MEF    murine embryonale Fibroblasten 
mg   Milligramm 
µg   Mikrogramm 
min   Minute 
mind.   mindestens 
ml   Milliliter 
µl  Mikroliter 
MLL/Mll    Mixed lineage leukemia Gen (human/murin) 
MLL MPSC  MLL Multiprotein-Superkomplex 
mM   Millimol 
mRNA   messenger-RNA 
NCBI    National Center for Biotechnology Information 
neo
R   Neomycin-Resistenz  
nmol   Nanomol 
pBC230A Expressionsvektor 
pBS/KS   Vektor pBluescript 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PcGi/m Polycomb-Proteingruppe  (Initiationskomplex/Maintenance Kom-
plex) 
PCR    Polymerase Chain Reaction 
PheX   phe Gen (B. subtilis) 
PRE    Polycomb Response Element 
q     lange Arm eines Chromosoms 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNAse   Ribonuklease 
UpM    Umdrehungen pro Minute 
RT   Raumtemperatur 
RT-PCR   Reverse Transkriptase PCR 
s    Sekunde 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
snLS   subnukleäre  Lokalisationssequenz 




Tab.     Tabelle 
TAD   Transaktivierungsdomäne 
TCA   Trichloressigsäure 
TEMED   Tetramethylethylendiamin 
ThrX   thr Gen (B-subtilis) 
TLCK   Trypsin-Inhibitor  (1-Chloro-3-tosylamido-7-amino-2-heptanon) 
TNF-β   Tumornekrose-Faktor  beta 
TPCK Chymotrypsin-Inhibitor  (1-Chloro-3-tosylamido-4-phenylbutanon) 
TRD Transkriptionsrepressor-Domäne 
TRE  Trithorax Resoponse Element 
Tris   Trishydroxymethylaminomethan 
Triton X 100  t-Octylphenoxyethanol 
TrpnX   trpn Gen (B. subtilis) 
Trx   Trithorax  Protein  (Drosophila Homolog zu MLL) 
TrxG   Trithorax-Proteingruppe 
tTA   Transaktivator  Protein 
u.a.     unter anderem 
UpM    Umdrehungen pro Minute 
Vol.   Volumen 
vs.   versus/gegen   
WT   Wildtyp 





A  Alanin 
D  Asparaginsäure 
G  Glycin 
K  Lysin 
Q  Glutamin 
V  Valin 
x    beliebige  AS 
 
 
6.2  Primer-Liste 
 
Die aufgeführten Primer sind in 5’ → 3’ Richtung dargestellt. 
Bsp.: MLL•3: Primer liegt im Exon; MLLI•3: Primer bindet an Intronsequenz 
 
6.2.1  Allgemeine Primer 
 
T3   ATTAACCCTCACTAAAGG 
T7    AATACGACTCACTATAGG 
β-Act•3    TCGAGCACGGCATCGTCAC 
β-Act•5    TCATTGCCAATGGTGATGACC 




GAPDH•5    CCTGCTTCACCACCTTCTTG 
lacZ•3    CGTCGTTTTACAACGTCGTGAC 
lacZ•5    CTCATCCGCCACATATCCTGA 
Neo•3    ATGATTGAACAAGATGGATTGCA 
tTA•3    GTTCCGCGTTACATAACTTACG 
tTA•5    CCCACAGCGCTGAGTGCAT 
AF-4•3    GTTGCAATGCAGCAGAAGCC 
AF-4•5    ACTGTCACTGTCCTCACT 
EBNA1•3    TGGTTTGGA  AGCATCGTGGTC 
EBNA1•5    GAGGCAAATCTACTCCATCGTC 
 
6.2.2  Spezifische murine und humane Primer 
 
MLL1•31     AGACTCGAGAACATGGCGCACAGCTGTCG 
MLL2•5     ATTTAAGCACCAACTCCATGC 
MLL•3    GGCCTCCATCTACAGAACGGA 
MLL•5    CAGACATCGAATACCGTCTGC 
mMLL4•3    AAGACAGTTGTCAGACAAAGC 
mMLL4•5    AATCCTCATCCTCTATGAACC 
mMLL4•51   GCATAAGCCAAGGTGTGTGG 
mMLL5•3    CCTTACCGTGGGAAGAACG 
mMLL10•5   GTTCAAAGTGCCTGCATTCTC   
mMLL11•3   CTCTGTTCCAGCAGTGAGCA 
mMLLI11•3   CAGTCTGCACTATACTGCTAC 
mMLLI11•31     CTGTAAGATGCAAGACTCACG 
mMLLI11•32   CAGATTCACAGAGTGCCACC 
mMLLI11•33   TTGAGACCATAAATGTTTTAGG 
mMLLI11•34   CCAAGTGCTGGAATCAGACG 
mMLLI11•35   GGAAATGTAGCTCATTCTCG 
mMLLI11•36   TTTAATCACGTGTAGGTGTCC 
mMLLI11•37   CCTCTGTATCGTCATCAAGC 
mMLLI11•38   CCAAATGTGAATAGAGGTCC 
mMLLI11•39   CACAGTCTGCACTATACTGC 
mMLLI11•311   TGGTTCACTGTAACTCCAGC 
mMLLI11•312   ATGACACAGCTTTCATCTCC 
mMLLI11•313   TCTGTGAGTAAGCAGATTTGG 
mMLLI11•314   TTGCCTCTCGTGTGCAAGG 
mMLLI11•54   ACTCCCAGATAGGGACACC 
mMLLI11•55   TTCTGAGATCGCTATGCACG 




mMLL12•3   GGACCAGCTGGAAAACTGG 
mMLL12•5   GGAAGGGCTCACAACAGAC 
mMLL17•3   CAGCAAGCAGGATGAACAGC 
mMLL18•5   GAATGATCTTCACAATATCATCG 
mMLL23•3   GCCTCACATCTTGCACCAGC 
mMLL23•5   CAGGAAGACACAGTTCTTGG 
mMLL28•3   CTGGTCTTCGGAGCATTGGC 
mMLL28•5   GCCAATGCTCCGAAGACCAG 
mMLL32•3   CTGAAGGAGCTCTCATTTGC 
mMLL37•5   CATCAATTCGGAACATGTAGC 
    
6.2.3  Primer zur Verifizierung der DNA-Microchip-Daten 
 
GLY•3    GAGTACTTGGAATGTGTGAGC 
GLY•5    GAGGACCAGAACTTCTTAGC 
ILRA•3    TGTAACCATGTTCTGAGACC 
ILRA•5    GCTTCCTGTCTAGCTCAGC 
MGC•3 AAGAGCCTGCTCCCTCTGG 
MGC•5    AGATCATGTAAGGAGCAAGC 
SMA•3    CAGCCAGTCGCTGTCAGG 
SMA•5    GACGCATGATGGCATGAGG 
 
6.2.4  Primer zur Klonierung der Promotorkonstrukte 
 
Amp•3    TTCACACCGCATCAGGTGGCAC 
Amp•5    GCAAGCAGCAGATTACGCGCAG 
GFP•3    GAAGCGCGATCACATGGTCC 
GFP•5    GGTCAGCTTGCCGTAGGTG 
                                            Prom•3      CAGGTACCGTATTTAAAACTCAAGAGTTTAAATT AGTATAGAGCC 
Prom•5     GCTAGTCGACGTGGGTTTGGTGGGGTAGTTTGGTCCCAGGCACTC 
LT•3     CGACGTCGACGTCAGATCCGCTAGCGCTACCG 
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+/+  (cells compared to MLL
-/- cells) 
 
SigLogRatio p-value  SigLogRatio  p-value  average  GAC#  Descriptions 
            
9,23  0  6,61  0  7,92  X16009  Mouse mrp/plf3 gene for mitogen regulated protein/proliferin (MRP/PLF), exon 1 
6,34 0  6,56  0  6,45  D00613  Matrix  gamma-carboxyglutamate (gla) protein 
9,1  0  3,26  0  6,18  L32838  Mouse germline interleukin 1 receptor antagonist (IL-1rn) gene 
8,85  0  2,53  0  5,69  BC003264  ectonucleoside pyrophosphatase 2 
5,92  0  4,99  0  5,455  AF064749  Mus musculus type VI collagen alpha 3 subunit mRNA 
4,89 0  6,01  0  5,45  K03235  Proliferin 
7,22 0  3,43  0  5,325  BC024354  cofactor  of  hepatocyte nucl. Factor 1 alpha 
5,81 0,00001  4,7  0,000019  5,255  L00653  Mast cell protease 7 
4,83 0,000001  5,58  0  5,205  AF045887  Angiotensinogen 
5,45 0,000012  4,43  0  4,94  AF045801  Mus musculus gremlin mRNA 
6,87 0,000001  2,75  0,000001  4,81  AA673487  Mus musculus cDNA, 3 end 
5,25 0,000004  4,23  0,000068  4,74 U70132  Paired-like  homeodomain transcription factor 2 
4  0,000333  4,78  0,000649  4,39  AB008174  Mus musculus HNF1beta mRNA for hepatic nuclear factor 1-beta long form 
5,45 0,000005  2,7  0,000001  4,075  AW214136  Mus musculus cDNA, 3 end 
3,03 0  5,04  0  4,035  L06047  Glutathione-S-transferase, alpha 1 (Ya) 
4,62 0  3,31  0  3,965  L19932  Transforming growth factor, beta induced, 68 kDa 
3,81 0,000031  3,81  0  3,81  X70392  Inter-alpha  trypsin inhibitor, heavy chain 2 
3,97 0,00057  3,27  0,000025  3,62  M89797 Wingless-related  MMTV  integration site 4 
2,83 0  4,37  0  3,6  Z18272  Procollagen, type VI, alpha 2 
4,4 0,000007  2,62  0,000001  3,51  AF081789  Mus musculus cell surface antigen AA4 (AA4) mRNA 
4,71  0,000009  2,07  0  3,39  M90388  Mouse protein tyrosine phosphatase (70zpep) mRNA 
3,75  0,000003  2,79  0,000001  3,27  XM_124758  Monoglyceride Lipase (Mgll) 
4,62 0,000012  1,79  0,000002  3,205  X14432  Thrombomodulin 
4,45  0  1,95  0  3,2  L07918  Mus musculus GDP-dissociation inhibitor mRNA, preferentially expressed in hematopoietic cells 
3,63 0,00004  2,76  0,000739  3,195 U09968  Mus  musculus  cyclin-dependent kinase inhibitor p27kip1 mRNA, complete cds 
2,6 0  3,46  0  3,03  NM_009933  Procollagen, type VI, alpha 1 
2,72 0,000649  3,28  0,000011  3  AF033034  Mus  musculus  aldehyde dehydrogenase 3 (aldh3) gene 
2,59 0,000001  3,35  0,000001 2,97  X66405  Procollagen, type VI, alpha 1 
3,1 0,00005  2,37  0,000789  2,735  AI843571  Mus musculus cDNA, 3 end 
3,13  0  2,32  0  2,725  AF057156  Mus musculus small proline-rich protein 1A (Sprr1a) gene 
2,53 0,000002  2,81  0,000079  2,67 U06119  Cathepsin  H 
3,44 0,000236  1,66  0,000099  2,55 X74040  M.musculus  mRNA  for  mesenchyme fork head-1 protein 
3,13 0,000011  1,95  0  2,54  L07803  Thrombospondin  2 
2,95 0,000011  2,09  0,00004  2,52  AB009377  Mus musculus mRNA for CAD 
3,67 0  1,34  0,000004  2,505  L12367  Mus  musculus  adenylyl cyclase-associated protein (CAP) mRNA 
3,28 0,000003  1,7  0,000043  2,49  AV251191  Mus musculus cDNA, 3 end 
2,36 0  2,6  0  2,48  U36384  Mus  musculus  twist-related bHLH protein Dermo-1 mRNA 
3,4 0,000003  1,47  0,000001  2,435  X07439  Mouse mRNA for Hox-3.1 homeo gene 
2,21 0,000001  2,6  0,000001  2,405  U49513  Small  inducible  cytokine  A9 
1,62  0  3,05  0  2,335  X65128  Growth arrest specific 1 
2,35 0,000007  1,99  0,000001  2,17  D13695  Lymphocyte antigen 84 
2,66 0,000001  1,66  0,000001  2,16 X97227  M.musculus  mRNA  for  cell surface glycoprotein CD53 
1,37  0,000023  2,78  0  2,075  XM_137955  similar to apolipoprotein B-100 precursor 
1,93 0,000177  2,17  0,000074  2,05 U51335  GATA-binding protein 6 
1,55 0,000011  2,44  0,000007  1,995  AI787317  Mus musculus cDNA, 3 end 
2,31 0,000841  1,6  0,000007  1,955  Y12650  M.musculus gene encoding hereditary haemochromatosis-like protein 




2,12 0,000133  1,63  0,000003  1,875  AI837786  Mus musculus cDNA, 3 end 
2,05 0,000005  1,5  0,000001  1,775  AF016482  Mus musculus rho7 (rho7) mRNA 
1,64 0,000037  1,88  0  1,76  U15159  LIM-domain containing, protein kinase 
1,81 0,000015  1,69  0,000002  1,75  AF064748  Mus musculus S3-12 mRNA 
1,92  0,000015  1,56  0,000002  1,74  U83509  Mus musculus angiopoietin-1 mRNA 
1,49 0,000001  1,97  0,000001  1,73  XM_130285  pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 1 
1,48 0,000107  1,9  0,000007  1,69  X04367  Platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide 
1,77  0,000007  1,49  0,00005  1,63  M81591  Membrane metallo endopeptidase 
1,55 0,000001  1,39  0,000001  1,47  U07159  Acetyl coenzyme A dehydrogenase, medium chain 
1,55  0  1,37  0  1,46  AA691492  Mus musculus cDNA, 5 end 
1,35 0,000001  1,49  0  1,42  XM_130285  pyruvate  dehydrogenase kinase, isoenzyme 1 
1,33 0,000001  1,48  0,000002  1,405  AW121600  Mus musculus cDNA, 3 end 
1,45  0,000019  1,36  0,000029  1,405  X99572  C-fos induced growth factor 









-/-  (cells compared to MLL
+/+ cells) 
 
SigLogRatio p-value  SigLogRatio  p-value  average  GAC#  Descriptions 
            
-8,57  1  -9,11  1  -8,84  AI854029  p53 apoptosis effector related to Pmp22 (Perp-pending) 
-7,86 0,999991  -7,97  1  -7,915  X13297 Mouse  mRNA for vascular smooth muscle alpha-actin 
-7,49 1  -6,22  0,999999  -6,855  S69293  CD34 stem cell antigen 
-6,45 0,999998  -7,21  0,999999  -6,83 U36760  HNF-3/forkhead  homolog, brain factor 1 
-6,32 1  -7,31  1  -6,815  X70296 Serine protease inhibitor 4 
-6,68 1  -6,18  1  -6,43  U41739 Mus  musculus  RBP associated molecule RAM14-1 mRNA 
-4,92  1  -7,87  1  -6,395  D26483  Mouse mRNA for PE31/TALLA 
-4,61 0,999991  -7,98  0,999997  -6,295  AW120874  Mus musculus cDNA, 3 end 
-6,33 1  -6,01  1  -6,17  AW061260  Nestin  (neuronal stem cell protein) 
-5,62 0,999999  -5,33  1  -5,475  AF395837  adaptor molecule SRCASM (Src activating signaling molecule) 
-3,83 0,999991  -6,94  0,999999  -5,385  AF100171  Mus musculus myelodysplasia/myeloid leukemia factor 1 (Mlf1) mRNA 
-5,14  1  -5,34  0,999993  -5,24  AI835060  Mus musculus cDNA, 3 end 
-4,94  1  -5,32  1  -5,13  X70922  M.musculus Ly-6F.1 gene for neurotoxin homologue, exons 1-2 
-5,13 0,999999  -5,08  0,999997  -5,105  S69293  CD34 stem cell antigen 
-4,1  0,999667  -6  0,999533  -5,05  U56724  Mus musculus dystrophin gene, exon 23 and partial cds 
-2,73 0,999999  -7,18  0,999999  -4,955 NM_133362.1  Erythroid diff. regulator 
-5,32 1  -4,54  0,999997  -4,93  D76440 Necdin 
-3,47 0,999999  -6,29  1  -4,88 X56304  Tenascin  C 
-5,92 0,999999  -3,61  0,999885  -4,765  BC026326  alpha inhibiting activity polypeptide 1 
-4,75 1  -4,67  0,999999  -4,71  Y13185 Mus  musculus mRNA for stromelysin-2 
-5,3  0,999392  -3,94  0,999104  -4,62  AW122851  Mus musculus cDNA, 3 end 
-4,59  1  -4,45  1  -4,52  AF061260  Mus musculus immunosuperfamily protein Bl2 mRNA 
-6,09 0,999932  -2,83  0,999998  -4,46  M31418  Interferon activated gene 202 
-3,27  0,999977  -5,57  1  -4,42  AI604345  Mus musculus cDNA, 3 end 
-2,79 0,999915  -6,04  0,999977  -4,415  AV230686  Mus musculus cDNA, 3 end 
-4,32 0,999643  -4,49  0,999977  -4,405  AI847230  Mus musculus cDNA, 3 end 
-4,38 0,999885  -4,29  0,999999  -4,335  AF038939  Mus musculus zinc finger protein (Peg3) mRNA 
-4,52  0,999995  -4,07  0,999941  -4,295  AF061260  Mus musculus immunosuperfamily protein Bl2 mRNA 
-3,98 0,999921  -4,61  0,999997  -4,295  AW049373  Mus musculus cDNA, 3 end 
-2,92 0,999963  -5,63  0,999996  -4,275  M63630  Mus musculus predicted GTP binding protein (IRG-47) mRNA 
-5,29 0,999999  -3,19  1  -4,24  AB006758  Mus  musculus Pcdh7 mRNA for BH-protocadherin-a 
-4,95  1  -3,48  1  -4,215  L47600  Mus musculus cardiac troponin T isoform A3b mRNA 
-4,23 1  -4,15  0,999999  -4,19  AB021966  Mus  musculus mRNA for adhesion protein RA175C 
-3,22  0,999973  -5,11  0,999993  -4,165  M83985  Mouse phosphoprotein (F1-20) mRNA 
-5,21 1  -3,06  1  -4,135  X66402 Stromelysin-3; Matrix metalloproteinase 3 
-5,2 1  -3,06  0,999999  -4,13  AF297645.1  stromelysin-3 (Mmp 11) 
-4,17 1  -4,08  1  -4,125  NM_010211  four  and a half LIM domain 1 (Fhl1) 
-4,78 0,999989  -3,37  0,999997  -4,075  AW122260  Mus musculus cDNA, 3 end 
-4,56 0,999996  -3,55  0,999997  -4,055 X16995  Hormone  receptor 
-4,74 0,999986  -3,37  0,999876  -4,055  M83649  Mus musculus Fas antigen mRNA 
-2,69 0,999992  -5,34  0,999999  -4,015 U10420  N-methylpurine-DNA  glycosylase 
-3,06 0,999501  -4,86  0,999997  -3,96 M89798  Wingless-related  MMTV integration site 5A 
-3,24 0,999998  -4,65  0,999915  -3,945 U74683  Cathepsin  C 
-3,29 0,999997  -4,47  0,999908  -3,88  X56561  Homeo box D8 
-4,14 0,999954  -3,59  0,999611  -3,865  M83649  Mus musculus Fas antigen mRNA 
  
 
-3,55 0,999954  -4,14  0,999981  -3,845  AI854793  Mus musculus cDNA, 3 end 
-3,69 0,999921  -3,99  0,999995  -3,84  XM_144949  Simimilar to H1 histone family, member X 
-3,77 0,999999  -3,85  0,999995  -3,81  AA692074  Mus musculus cDNA, 5 end 
-4,46  0,999999  -3,1  0,999999  -3,78  AJ007909  Mus musculus mRNA for erythroid differentiation regulator 
-3,86 1  -3,6  1  -3,73  AF004428 Tumor protein D52-like 1 
-3,13  0,999999  -4,26  1  -3,695  AI839082  Mus musculus cDNA, 3 end 
-3,75 0,999981  -3,43  0,99995  -3,59  D85028  Mouse collapsin-1 mRNA 
-3,07 0,99978  -4,02  0,999045  -3,545  X59252  Homeo box, msh-like 2 
-3,81  1  -3,27  1  -3,54  AJ242663  Mus musculus mRNA for cathepsin Z precursor (ctsZ gene) 
-3,49 0,999835  -3,55  0,999995  -3,52  AW124627  Mus musculus cDNA, 3 end 
-3,83 0,999969  -3,16  0,999926  -3,495 U31966  Carbonyl  reductase 
-4,64 1  -2,28  0,99999  -3,46 X53929  Decorin 
-3,9  0,999995  -3  0,999999  -3,45  BC027005.1  serum deprivation response 
-3,2  0,99978  -3,67  0,999999  -3,435  U67187  Mus musculus G protein signaling regulator RGS2 (rgs2) mRNA 
-3,79 0,99995  -2,96  0,999998  -3,375  AI852760  Mus musculus cDNA, 3 end 
-2,63 0,999981  -3,98  0,999981  -3,305  AB006714  Mus musculus mRNA for dihydropyrimidinase related protein 1 
-3,79 0,999999  -2,73  0,999999  -3,26  U09816  Mus musculus GM2 activator protein (Gm2a) mRNA 
-3,7 1  -2,76  1  -3,23  XM_124980  protease, serine, 11 (Igf binding) (Prss11) 
-2,79 1  -3,58  1  -3,185  D83745  Mus musculus mRNA for ANA 
-3,42 0,999988  -2,9  0,999997  -3,16  L25274  Mus  musculus  transmembrane glycoprotein (DM-GRASP) mRNA 
-4,76 0,999996  -1,51  0,999501  -3,135  U10090  Killer cell lectin-like receptor, subfamily A, member 4 
-4,22 0,999969  -1,92  0,999765  -3,07  AW228162  Mus musculus cDNA, 3 end 
-4,04 0,99996  -2,06  0,999915  -3,05 AV112006  Mus  musculus  cDNA 
-4,27 0,999999  -1,79  0,999932  -3,03  AA285446  Mus musculus cDNA, 5 end 
-3,71 1  -2,34  0,999592  -3,025  V00727  FBJ osteosarcoma oncogene 
-3,21 0,999996  -2,83  1  -3,02  U38967  Prothymosin beta 4 
-2,24 0,99971  -3,73  0,999045  -2,985  AI647003  Mus musculus cDNA, 3 end 
-2,05 0,999994  -3,65  0,999351  -2,85 X59846  M.musculus  GAS  6  mRNA  associated with growth-arrest 
-3,33 1  -2,35  0,999995  -2,84  M98530  Neuron specific gene family member 1 
-3,47  0,999885  -2,09  0,999885  -2,78  U43319  Frizzled homolog 6, (Drosophila) 
-1,79 0,999993  -3,76  0,999618  -2,775  AB017202  Mus musculus mRNA for entactin-2 
-2,58  1  -2,96  1  -2,77  NM_019929  supressor of mif two 3 (SMT3); SUMO 
-3,36 0,999989  -2,08  0,999915  -2,72 NM_019813  drebrin  1  (Dbn1) 
-1,67 0,999467  -3,67  0,999999  -2,67  AW121625  Mus musculus cDNA, 3 end 
-3,91 0,999979  -1,39  0,999932  -2,65  X00246  Mouse mRNA with a Set 1 repetitive element for a class I major histocompatibility complex(MHC) antigen 
-2,95 0,999996  -2,03  0,999997  -2,49 M22115  Homeo  box  A1 
-2,71 0,999969  -2,21  0,999999  -2,46  AA260005  Mus musculus cDNA, 5 end 
-1,34 0,999995  -3,55  0,99978  -2,445  AI843108  Mus musculus cDNA, 3 end 
-2,02 0,999835  -2,86  0,999995  -2,44  U52524  Hyaluronan synthase 2 
-1,78  0,999667  -3,08  0,999045  -2,43  AF067806  Mus musculus cAMP-specific cyclic nucleotide phosphodiesterase PDE8 mRNA 
-1,59 0,999997  -3,26  0,999954  -2,425  D45203  Mouse pentylenetetrazol-related mRNA PTZ-17 (3 UTR of E3.1) 
-1,44  0,999999  -3,27  1  -2,355  M70642  Fibroblast inducible secreted protein 
-3,06  0,999995  -1,63  0,99971  -2,345  AF047838  Mus musculus calcium-sensitive chloride conductance protein-1 (mCLCA1) mRNA 
-2,7 0,999998  -1,98  0,999996  -2,34  L12029  Stromal cell derived factor 1 
-1,91 0,999995  -2,65  0,999997  -2,28  AF004666  Solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 1 
-2,3  0,999986  -2,25  0,999937  -2,275  L23423  Integrin alpha 7 
-2,18 0,999533  -2,3  0,999998  -2,24  L35261  Myeloblastosis oncogene-like 1 
-3,14 0,999996  -1,32  0,999957  -2,23  AJ250491  Mus musculus mRNA for receptor activity modifying protein 3 (Ramp3 gene) 





-2,2 1  -2,16  1  -2,18  L31397  Dynamin 
-1,66 0,999999  -2,64  0,999921  -2,15 M32490  Insulin-like  growth factor binding protein 10 
-2,75 0,999999  -1,55  0,999747  -2,15 U35330  Histocompatibility 2, class II, locus Mb1 
-1,38  0,999957  -2,9  0,999966  -2,14  XM_129595  similar to Interferon-activatable protein 204 (Ifi-204) (Interferon-inducible protein p204) 
-2,71  0,999999  -1,53  1  -2,12  U50767  collagen alpha-1, type 1 
-2  1  -2,19  1  -2,095  U26437  Mus musculus tissue inhibitor of metalloproteinases-3 (TIMP-3) gene 
-1,93  0,999991  -2,22  0,999901  -2,075  AF052453  3 -phosphoadenosine 5 -phosphosulfate synthase 2 
-1,85 0,999822  -2,25  0,999997  -2,05 X15052  Neural  cell adhesion molecule 
-2,45 0,999618  -1,65  0,999991  -2,05  Y13439  Mus musculus mRNA for stress activated protein kinase-3 
-1,67 0,999975  -2,42  0,999998  -2,045 AV093331  Mus  musculus  cDNA 
-2,23 0,999987  -1,79  0,999996  -2,01  AI853444  Mus musculus cDNA, 3 end 
-1,69 0,999045  -2,3  0,999991  -1,995  AF028123 untitled 
-1,61 1  -2,36  0,999999  -1,985 M58661  CD24a  antigen 
-1,44 1  -2,51  0,999999  -1,975  AF053454 Mus  musculus tetraspan TM4SF (Tspan-6) mRNA 
-1,74  1  -2,2  1  -1,97  D78382  Mouse DNA for tob family 
-1,71 1  -2,23  1  -1,97  X78989  M.musculus  mRNA  for  testin 
-1,89 0,999999  -2,03  0,999999  -1,96  U89915  Mus musculus junctional adhesion molecule (Jam) mRNA 
-2,11 0,999921  -1,77  0,99999  -1,94  AF061972 Mus  musculus  Tat-interacting protein TIP30 mRNA 
-2,27 0,999809  -1,6  0,99971  -1,935  AF006071 Mus  musculus  alpha-catenin related protein (ACRP) mRNA 
-2,13 0,999966  -1,73  0,999996  -1,93  AW123921  Mus musculus cDNA, 3 end 
-2,42 0,999993  -1,42  0,999982  -1,92  M31419  Interferon activated gene 204 
-1,36 0,999981  -2,46  0,999747  -1,91  U68535  Mus musculus aldo-keto reductase mRNA 
-1,63 1  -2,19  1  -1,91  X15591  Cytotoxic  T  lymphocyte-associated protein 2 alpha 
-2,03  0,999987  -1,78  1  -1,905  NM_005103.3  fasciculation and elongation protein zeta-1 (zygin-1, FEZ-1) 
-1,74  1  -2,04  1  -1,89  AI853375  Mus musculus cDNA, 3 end 
-2,16 0,999867  -1,52  0,999908  -1,84  AV341723  Mus musculus cDNA, 3 end 
-1,41 1  -2,26  1  -1,835  U30244  Mus  musculus  Eph family ligand ELF-2 precursor mRNA 
-1,68  1  -1,99  1  -1,835  AA833425  Mus musculus cDNA, 5 end 
-1,97 0,999969  -1,69  0,999995  -1,83 D14883  CD82  antigen 
-1,77 0,999973  -1,65  0,999999  -1,71 L31397  Dynamin 
-1,59  0,999999  -1,83  0,999999  -1,71  XM_132155  similar to genethonin 1 
-1,58  1  -1,79  1  -1,685  AI843399  Mus musculus cDNA, 3 end 
-1,7  0,999996  -1,65  0,99999  -1,675  AW125272  Mus musculus cDNA, 3 end 
-1,61 0,999999  -1,63  0,999997 -1,62  M90365  Junction  plakoglobin 
-1,76 0,999795  -1,43  0,999995  -1,595  M31419  Interferon activated gene 204 
-1,54 0,999997  -1,59  1  -1,565  M27266 Fyn  proto-oncogene 
-1,44 0,999999  -1,69  1  -1,565  M88242  Mouse glucocortoid-regulated inflammatory prostaglandin G/H synthase (griPGHS) mRNA 
-1,38 0,999966  -1,75  0,99971  -1,565  D28818  Mouse mRNA for NBL4 
-1,49 0,999989  -1,48  0,999993  -1,485  AA407794  Mus musculus cDNA, 3 end 
-1,34 0,999993  -1,59  0,999994 -1,465  U31993  Interleukin  17  receptor 
-1,47 0,999998  -1,35  1  -1,41 X66084  CD44  antigen 
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